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Résumé 
 
Le métapneumovirus humain (hMPV) est un virus responsable d’infections 
aiguës des voies respiratoires telles que des bronchiolites, des bronchites ou des 
pneumonies, principalement chez les populations à risques que sont les jeunes enfants 
de moins de 5 ans, ainsi que les personnes âgées ou immunodéprimées. Découvert en 
2001, ce virus et sa pathogénèse ne restent encore aujourd’hui que partiellement 
caractérisés. De ce fait et malgré les besoins, il n’y a aucun vaccin ou traitement 
thérapeutique spécifique et efficace contre le HMPV disponible sur le marché. Dans ce 
contexte, mon projet de thèse s’est articulé autour de deux axes principaux : 
(i) L’étude de la protéine de fusion F du virus hMPV, protéine majeure 
antigénique de surface et responsable de l’entrée du virus dans la cellule cible. Elle a 
pour particularité d’induire de manière autonome la fusion membranaire in vitro et 
d’être associée à des effets cytopathiques variable selon les souches virales. De par 
son rôle clé pour le virus hMPV, la protéine F a déjà fait l’objet de plusieurs études 
structurales et fonctionnelles mais les déterminants de cette activité fusogénique ne 
sont pas encore entièrement caractérisés. Nous nous sommes donc intéressés à 
l’identification de déterminants du phénotype viral hyperfusogénique, localisés dans les 
domaines heptad repeats de la protéine F du hMPV.  
(ii) L’atténuation de deux souches virales cliniques (CAN98-75 et C-85473) par 
délétion de gènes accessoires dans le but de développer des candidats vaccinaux 
adaptés aux enfants en bas âge. Différents virus ont été générés par génétique inverse 
et les délétions des gènes accessoires SH et G dans les deux fonds génétiques viraux 
ont été étudiées pour leur impact sur l’infectivité, la réplication et la pathogénèse virale 
in vitro et in vivo ainsi que leur contribution pour le développement de virus atténués 
candidats vaccinaux. 
 
Mots-clés : Métapneumovirus humain, Pneumovirus, pneumonie virale, protéine de 
fusion, virus atténué, vaccin, génétique inverse 
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Study of hMPV infection and virulence factors for live-
attenuated vaccines development 
 
Abstract 
 
Human metapneumovirus (hMPV) is a major pathogen responsible of acute 
respiratory tract infections, such as bronchiolitis or pneumonia, affecting especially 
infants, under five years old, elderly individuals and immunocompromised adults. 
Identified since 2001, this virus and its pathogenesis still remain largely unknown and 
no licensed vaccines or specific antivirals against hMPV are currently available. In this 
context, my research project was built over two main subjects:  
(i) The study of the fusion F glycoprotein which is the major antigenic protein of 
hMPV and is responsible of viral entry into host cell. By its crucial role for the virus, the 
F protein has already been characterized in several structural and/or functional studies. 
Thus, it has been described that the hMPV F protein induces membrane fusion 
autonomously, resulting in variable cytopathic effects in vitro, in a strain-dependent 
manner. However, as the determinants of the hMPV fusogenic activity are not well 
characterized yet, we focused on identification of some of these, located in heptad 
repeats domains of the protein.  
(ii) The evaluation of hMPV SH and G gene deletion for viral attenuation. Live-
attenuated hMPV vaccine candidates for infants’ immunization has been constructed 
thank to this deletion approach at the beginning of hMPV vaccine development efforts. 
Despite encouraging results, these candidates have not been further characterized and 
the importance of the viral background has not been evaluated.  
 
 
Keywords: Human metapneumovirus, Pneumovirus, viral pneumonia, fusion protein, 
attenuated virus, vaccine, reverse genetics 
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Avant-propos  
 
Pendant ma deuxième année de Master de Recherche en France 
(correspondant à la Maitrise au Québec), dans le cursus Infectiologie Fondamentale de 
l’Université Claude Bernard Lyon 1, j’ai été accueillie au Laboratoire Virpath, sous la 
direction des Drs. Manuel Rosa-Calatrava et Olivier Terrier, pour mener un travail de 
recherche focalisé sur les interactions fonctionnelles des virus influenza avec la cellule-
hôte. Grâce à cette expérience en laboratoire de recherche, j’ai appris et acquis des 
techniques de virologie et de biologie cellulaire et moléculaire et j’ai surtout confirmé 
mon envie de travailler dans un domaine de recherche relatif à la virologie.  
Consécutivement à cela, le Dr Manuel Rosa-Calatrava m’a proposé de réaliser 
une thèse en cotutelle avec l’une de ses équipes partenaires. L’équipe du Dr Guy 
Boivin, hébergée au Centre de Recherche en Infectiologie de Québec, partage 
certaines thématiques de recherche fondamentale et appliquée avec le laboratoire 
VirPath, telles que l’étude de la pathogénèse des virus respiratoires humains et le 
développement de stratégies thérapeutiques ou prophylactiques innovantes. Dans ce 
contexte, et sur le sujet plus précis de l’étude des mécanismes de fusion virale des 
Paramyxovirus, ces deux laboratoires avaient précédemment mis en place un échange 
d’étudiant en thèse. Ainsi, la formalisation d’un doctorat en cotutelle entre l’Université 
Claude Bernard Lyon 1 et l’Université Laval permettait de poursuivre et consolider le 
partenariat entre ses deux équipes. 
 Dans ce contexte, mon projet de recherche doctorale s’est ainsi articulé autour 
de deux thèmes complémentaires: (i) l’étude fonctionnelle de la protéine F de fusion du 
métapneumovirus humain (hMPV) et (ii) la caractérisation de souches virales 
recombinantes atténuées en vue du développement d’un candidat vaccin hMPV. Mes 
travaux dans ces domaines ont fait l’objet d’une publication d’un article scientifique (en 
premier auteur) dans le journal international Journal of General Virology (Article 1) (1) 
et d’un manuscrit en cours de finalisation (en premier auteur) qui sera soumis dans un 
journal international à comité de lecture (Manuscrit 1), après le dépôt prévu d’une 
demande de brevet d’invention, protégeant un candidat vaccinal hMPV atténué. Ces 
études ont fait suite à des travaux de recherche doctorale du Dr Laetitia Aerts dans 
l’équipe du Dr Boivin, auxquels j’ai aussi été associée et qui ont été publiés dans le 
journal PloS One (Annexe, Article 3) (2).  
De plus, j’ai également pu poursuivre mon projet de recherche de Master 2 en 
rejoignant le laboratoire VirPath au cours de la dernière année de mon doctorat. La 
 xiv 
 
réalisation de ce projet, en collaboration avec le Dr Olivier Terrier, a été concrétisée 
par la publication d’une revue scientifique (en premier auteur) dans le journal 
international mBio (Article 2) (3) et de deux articles scientifiques (en co-auteur) dans le 
journal international Scientific Reports (Annexe, Articles 4 et 5) (4, 5). Ces travaux ont 
également conduit à la soumission d’un manuscrit (en premier auteur) soumis dans un 
journal international à comité de lecture (Manuscrit 2).  
De mon point de vue, cette thèse en cotutelle internationale entre l’Université 
Claude Bernard Lyon1 et l’Université Laval à Québec a constitué une belle opportunité 
professionnelle et personnelle pour de très nombreuses raisons. Pour n’en citer que 
quelques-unes, cette thèse m’a permis d’acquérir une expertise sur deux pathogènes 
viraux humains (hMPV et influenza), ainsi qu’une double expérience en 
expérimentations in vitro et animale. Personnellement, vivre cette expérience 
internationale a aussi été très valorisante et enrichissante humainement. Cela m’a 
permis de développer davantage mon autonomie, dans le travail mais aussi dans la 
vie, ainsi que mon ouverture aux autres, en côtoyant quotidiennement à Québec et à 
Lyon, des environnements riches en personnalités et en thématiques.  
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PARTIE 1 : INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
Les infections aiguës des voies respiratoires inférieures sont l’une des causes 
majeures de morbidité et de mortalité à l’échelle mondiale. Chez les enfants de moins de 5 
ans en particulier, elles représentent notamment plus de 15 % de la mortalité selon les pays 
évalués, soit la deuxième cause de mortalité, d’après l’OMS (6). De ce fait, elles 
représentent également un impact socio-économique important, notamment en termes de 
nombre et de durée d’hospitalisations, ainsi qu’en nombre de journées de travail perdues. Le 
coût direct et indirect sur l’EVCI (espérance de vie corrigée de l'incapacité) des infections 
aiguës des voies respiratoires inférieures a été chiffré par exemple à plus de 43 milliards 
d’euros en Europe en 2011 (selon la European Respiratory Society). Le coût des atteintes 
respiratoires virales, non associées aux virus Influenza, a été estimé quant à lui, à près de 
39,5 milliard de dollars aux Etats-Unis en 2001 (7).  
La majorité des infections aiguës des voies respiratoires inférieures, associées à des 
pathologies variables allant du simple rhume à la pneumonie grave, sont notamment 
causées par des virus (8, 9), tels que ceux appartenant aux familles (i) des Orthomyxoviridae 
(comme les virus Influenza) ; (ii) des Paramyxoviridae (comme les virus parainfluenza 
humains ; hPIV ou respirovirus) ; (iii) des Adenoviridae (adénovirus) ; (iv) des Picornaviridae 
(notamment les rhinovirus) ; (v) des Coronaviridae et (vi) des Pneumoviridae, avec 
notamment le virus respiratoire syncytial humain (hRSV) et le métapneumovirus humain 
(hMPV). Alors que le hRSV est l’agent étiologique principal des bronchiolites et pneumonies 
chez les nourrissons de moins de 1 an, avec une incidence accrue en-dessous de 6 mois de 
vie, le virus hMPV est également prévalent dans cette population (10, 11). Selon les rapports 
de surveillance épidémiologique, celui-ci est considéré comme le second ou le troisième 
virus, après les virus hRSV et hPIV, responsable d’hospitalisations consécutives à une 
infection aiguë des voies respiratoires inférieures, en touchant particulièrement sévèrement 
les enfants entre 1 et 3 ans (12-15). 
Dans cette introduction générale, je passerai en revue les principales connaissances 
acquises ces seize dernières années (depuis sa découverte) sur la biologie du virus hMPV, 
sa pathogénèse, les modèles d’étude associés et l’état d’avancement des thérapies curative 
et/ou vaccinale en cours de développement. 
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1. Le métapneumovirus humain (hMPV) 
 
1.1 Découverte du hMPV 
Le métapneumovirus humain (hMPV) est un virus respiratoire qui a été identifié pour 
la première fois en 2001 par l’équipe du Dr Osterhaus aux Pays-Bas (16). Ce virus a été 
isolé à partir de prélèvements naso-pharyngés de 28 enfants de moins de 5 ans, présentant 
les symptômes d’infections respiratoires similaires à une pathologie pouvant être causée par 
le hRSV, allant d’une simple infection des voies respiratoires supérieures à de graves 
bronchiolites et pneumonies, mais pour lesquels aucun agent étiologique n’avait jusqu’alors 
été identifié (16). C’est l’utilisation de technique de biologie moléculaire basée sur l’utilisation 
d’amorces aléatoires (RNA Arbitrarily Primed-PCR), à partir de culture virale in vitro, qui a 
permis l’identification de ce nouveau virus et sa distinction du hRSV et autres 
Paramyxoviridae (16).  
Rétrospectivement, des sérums datant des années 50 ont pu être testés positifs pour 
le virus hMPV, prouvant ainsi sa circulation au sein de la population humaine bien plus 
ancienne (16). Par la suite, plusieurs autres groupes dans le monde ont détecté le virus 
hMPV parmi leurs cohortes de malades atteints d’affections pulmonaires. Parmi ces 
groupes, l’équipe du Dr Guy Boivin a été la première à identifier la présence de ce virus en 
Amérique du Nord et à en décrire les caractéristiques virologiques et les manifestations 
cliniques, non seulement chez les enfants, mais également dans toutes les autres classes 
d’âge (17, 18).  
Cette caractérisation tardive du virus hMPV peut s’expliquer par sa difficulté de mise 
en culture in vitro. En effet, les effets cytopathiques (ECPs) sont tardifs et la permissivité des 
lignées cellulaires utilisées en routine (par exemple les cellules primaires de rein de singes 
RhMK, les cellules fibroblastiques humaines MRC-5 ou encore les cellules dérivées de 
carcinomes humains Hep-2 et A549) dans les services hospitaliers de diagnostic est faible 
pour le virus hMPV. De plus, il est nécessaire de supplémenter régulièrement les milieux de 
culture avec des protéases, telles que la trypsine, afin de permettre la propagation virale. Par 
ailleurs l’apparition des ECPs peut être très variable d’une souche virale à une autre et 
assimilable aux ECPs du hRSV dans certains cas, rendant ainsi la détection et l’identification 
du virus hMPV très délicate. Ainsi, depuis le développement des outils de biologie 
moléculaire, permettant l’amplification spécifique du génome du hMPV, la méthode la plus 
sûre pour détecter ce virus repose sur la technique de RT-PCR, basée principalement sur la 
détection des gènes viraux N ou F (19). 
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1.2 Classification et taxonomie 
Le virus hMPV possède un génome à ARN négatif simple brin et non segmenté, ce 
qui le range dans l’ordre des Mononegavirales, au même titre que d’autres virus mieux 
connus, tels que les virus de la rage (Rhabdovirus), de la rougeole (Morbilivirus), le virus 
Ebola (Filovirus) ou encore le hRSV (Pneumovirus) (Figure 1).  
Suite aux observations morphologiques de la particule virale et au séquençage de 
son génome, le virus hMPV a d’abord été classé dans la famille des Paramyxoviridae (16). 
En effet, comme les Paramyxovirus, (i) le génome du hMPV est retrouvé exclusivement à 
l’intérieur d’une nucléocapside hélicoïdale résistante aux ARNases et dans laquelle est aussi 
présente la polymérase virale ; (ii) le génome est transcrit de manière linéaire et séquentielle 
de son extrémité 3’ à l’extrémité 5’, produisant ainsi un gradient d’ARN messagers (ARNm) 
viraux selon l’ordre de présentation des gènes ; (iii) son cycle de réplication est 
exclusivement cytoplasmique ; (iv) les particules virales sont enveloppées et bourgeonnent à 
partir de la membrane cytoplasmique de la cellule infectée ; enfin (v) les virus pénètrent la 
cellule cible via une fusion membranaire qui permet la libération du génome viral dans le 
cytoplasme de la cellule infectée. Dans la famille des Paramyxoviridae, le hMPV a été 
intégré à la sous-famille des Pneumovirus, à laquelle appartient aussi le virus hRSV. 
Cependant, l’absence de gènes non structuraux similaires à ceux codés par le génome du 
hRSV (NS1 et NS2), a conduit à créer un nouveau genre, celui des Metapneumovirus. Le 
seul autre membre de ce groupe phylogénétique est le métapneumovirus aviaire (aMPV, 
isolé en Afrique en 1978) (20). 
Cependant, depuis 2016, les Pneumovirus ne sont plus une sous-famille des 
Paramyxovirus et ont été réassignés en tant que famille à part entière, modifiant ainsi la 
classification des virus hMPV et hRSV (Figure 1) (21, 22). Les raisons de cette séparation 
entre les familles Paramyxoviridae et Pneumoviridae sont dues principalement à plusieurs 
caractéristiques spécifiques des Pneumovirus : (i) une structure différente de la 
ribonucléoprotéine virale (vRNP), qui sera décrite dans le paragraphe 2.1 ; (ii) une distance 
phylogénétique par rapport aux Paramyxoviridae comparable à celle les séparant de la 
famille des Filoviridae ; et (iii) la présence et l’organisation de deux origines de transcription 
dans le gène M2, codant pour les protéines M2-1 et M2-2, qui servent à la régulation de la 
transcription et la réplication du génome viral. Ainsi, au sein de la nouvelle famille de 
Pneumoviridae, ont été créées les deux sous-familles des Metapneumovirus, comportant les 
métapneumovirus aviaire et humain, et les Orthopneumovirus, qui incluent les virus 
respiratoires syncytiaux bovin et humain et le virus de la pneumonie murine (MPV, Figure 1).  
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Figure 1 - Classification des virus de la famille des Pneumoviridae. Représentation des 
Pneumovirus ainsi que des autres familles phylogénétiquement proches, d’après la classification de 
l’ICTV (21, 22). Cette représentation ne tient pas compte de la distance génétique entre les virus cités. 
 
 
Le hMPV étant le dernier membre décrit dans cette famille, relativement récemment, 
il n’est pas exclu que d’autres membres de la famille des Pneumoviridae soient identifiés 
dans les années futures et viennent enrichir cette nouvelle taxonomie. En exemple, un virus 
respiratoire canin a été décrit en 2011 et semble génétiquement très proche du virus de la 
pneumonie murine (23). 
Malgré leurs divergences vis-à-vis des Paramyxoviridae, il faut toutefois noter que les 
Pneumovirus partagent avec eux de nombreuses similarités dans leur mécanisme de 
réplication, leur biologie cellulaire, ainsi qu’une forte homologie de structure de leur protéine 
de fusion, en particulier avec les virus hPIV.  
D’un point de vue phylogénétique, les plus proches virus pathogènes humains des 
virus hMPV restent les virus hRSV, auxquels ils ont toujours été comparés, que ce soit en 
termes d’organisation génomique, de fonction des protéines virales ou de pathogénèse. Pour 
autant, le aMPV est le virus le plus proche génétiquement du hMPV (particulièrement les 
aMPV du groupe C) et des analyses phylogénétiques estiment que le hMPV aurait dérivé de 
ce virus aviaire il y a plus de 200 ans (24). 
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1.3 Description de la particule virale 
Les observations en microscopie électronique d’isolats infectieux cliniques de virus 
hMPV ont montré la présence de particules virales pléïomorphiques, de formes sphériques à 
filamenteuses, de manière similaire aux paramyxovirus (Figure 2A).  
L’enveloppe extérieure présente un diamètre variant de 150 à 600 nm, avec une 
moyenne autour de 200 nm (17, 25), et elle protège le complexe ribonucléoprotéique interne 
(vRNP). Cette enveloppe est de type bicouche lipidique, dérivant de la membrane plasmique 
des cellules infectées ; elle est recouverte de nombreuses glycoprotéines virales de surface 
(F, G et SH, Figure 2A). Ces dernières forment des spicules pouvant mesurer de 13 à 17 nm 
de longueur, selon leur conformation (pour les formes pré- et post-fusion de la protéine F) et 
leur niveau de glycosylation qui est particulièrement variable pour les protéines SH et G. 
Chacune de ces protéines de surface seront plus longuement décrites dans le chapitre 2.3.  
A l’intérieur de l’enveloppe du virus hMPV, la protéine de la matrice M tapisse la face 
interne de la bicouche lipidique et participe ainsi à la structure de la particule virale (Figure 
2B). De manière similaire au hRSV, la longueur du complexe vRNP du hMPV varie de 200 à 
1000 nm avec un diamètre de 13.5 nm (16, 26, 27). Ce complexe, organisant et protégeant 
le génome viral à ARN, est constitué de nucléoprotéines N, de protéines L (pour Large 
polymerase), de phosphoprotéines P et des protéines M2-1 et M2-2 (facteurs d’élongation et 
 
 
Figure 2 – La particule virale hMPV : observation microscopique et représentation 
schématique. (A) Cliché d'une particule virale de hMPV observée en microscopie électronique. La 
particule est généralement de forme sphérique mais irrégulière. Sa surface est hérissée de 
glycoprotéines virales formant des spicules très denses aux électrons. Image tirée de Feuillet et al, 
2012 (28). (B) Schéma de la particule virale hMPV avec les trois glycoprotéines de surface F, SH et G 
et les protéines M internes formant la matrice de la particule et protégeant le complexe 
ribonucléoprotéique viral (vRNP).  
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de régulation de la synthèse de l’ARN respectivement) (Figure 2B). Ces protéines sont aussi 
responsables de la réplication virale et seront décrites dans le paragraphe 2.1.  
 
1.4 Organisation génomique 
Le génome du hMPV est constitué d’une unique molécule d’ARN simple brin négatif 
d’un peu plus de 13 kilobases (kb). La longueur du génome du hMPV est variable selon la 
souche virale, contrairement aux Paramyxovirus dont la taille génomique est soumise à la 
« règle de six » (détaillée au paragraphe 2.1.1). 
Le génome est composé de 8 gènes, organisés les uns à la suite des autres et 
codant pour 9 protéines (29). En effet, le gène M2 possède 2 cadres de lecture ouverts 
(ORFs) chevauchants et code pour les protéines M2-1 et M2-2. Les gènes sont orientés 
selon l’ordre N-P-M-F-M2-SH-G-L de l’extrémité 3’ à l’extrémité 5’ du génome (Figure 3). 
Cette organisation est strictement identique à celle du virus aMPV, mais elle diffère avec le 
génome du hRSV par l’absence de gènes non-structuraux NS1 et NS2 en début de génome 
(d’où une différence de taille génomique d’environ 2 kb), ainsi que par la position des gènes 
SH et G en aval du gène F plutôt qu’en amont chez hRSV (Figure 3) (30).  
Chaque gène est encadré par des séquences consensus : (i) Gene Start en 3’ 
(GGGACAAnTnnnAATG) pour l’initiation de transcription ; (ii) le signal de coiffe de 
l’ARNm ; et (iii) Gene End en 5’ (AGTTAnnnAAAAA)  pour la terminaison de la 
transcription et la formation de la queue poly-adénylée des ARNm (31). 
De part et d’autre du génome ont été décrites des séquences promotrices, 
partiellement complémentaires, nommées séquences Leader en amont du premier gène N et 
Trailer en aval du dernier gène L (Figure 3) (32). La région Leader contient le site d’initiation 
de la transcription des ARNm viraux et du brin d’ARN matrice de polarité positive. La région 
Trailer, sur le brin ARN positif, contient le promoteur pour la réplication du brin d’ARN 
génomique négatif qui sera ensuite encapsidé et incorporé lors du bourgeonnement des 
nouveaux virions hMPV. La transcription et la réplication virales seront davantage 
présentées dans le chapitre 3.2.  
On considère que le génome du hMPV est compact car, en dehors de l’information 
codante, des séquences promotrices Leader et Trailer et des séquences Gene Start et Gene 
End, il existe très peu de séquences considérées comme non fonctionnelles ; les régions 
intergéniques étant généralement très courtes, de 1 à 34 nucléotides (nt), à l’exception des 
régions précédents les deux derniers gènes G et L qui sont plus longues, entre 117 et 190 nt 
(33).  
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Figure 3 - Organisation des génomes hMPV et hRSV. Les 8 gènes pour le hMPV (9 ORFs) et 10 
gènes pour le hRSV sont ordonnés selon la représentation ci-dessus. Les régions 3' et 5', 
correspondant à l'origine et la terminaison du génome respectivement, sont détaillées pour le virus 
hMPV avec les séquences consensus Leader et Trailer, ainsi que la présence de séquences Gene 
Start et Gene End en début et fin de chaque gène (ici placées uniquement sur les gènes N et L de 
hMPV). 
 
 
1.4.1 Les génotypes viraux et leurs variabilités 
L’analyse phylogénétique de portions des gènes F (nucléotides 780 à 1 221 de l’ORF 
de F) et G (nucléotides 657 à 708 de l’ORF de G) permet de diviser les virus hMPV en deux 
groupes principaux A et B, à l’image du hRSV (17, 18, 33-37), et de sous-diviser chacun de 
ces groupes en deux sous-groupes A1, A2, B1 ou B2 (38). En effet, l’homologie de 
séquence nucléotidique pour le gène F se situe entre 97-100% au sein d’un sous-groupe, 
entre 94-96% au sein d’un groupe et entre 84-86% entre les différents groupes. En 
revanche, le gène G présente beaucoup plus de variabilité, avec des homologies de 
séquence entre 93-100% au sein d’un sous-groupe, entre 76-83% au sein d’un groupe et 
entre 50-57% entre les différents groupes (36). De plus, l’analyse phylogénétique plus fine 
du gène F ainsi que d’un fragment du gène N (nucléotides 473 à 877 de l’ORF de N) permet 
aussi de différencier deux clusters phylogénétiques au sein du sous-groupe A2, nommés 
A2a et A2b (39).  
Malgré cette variabilité protéique importante pour les glycoprotéines virales de 
surface, il n’a pas été démontré à ce jour que ces sous-groupes hMPV pouvaient représenter 
des groupes antigéniques distincts. En effet, plusieurs études démontrent une bonne 
reconnaissance croisée des anticorps neutralisants dirigés contre l’un ou l’autre de ces sous-
groupes (36, 40).  
 8 
L’alignement complet des génomes hMPV nous montre par ailleurs que les deux 
groupes A et B ont un fort pourcentage d’identité de séquence en acides aminés pour la 
plupart de leurs protéines (de 85 à 97% d’identité, Tableau 1), à l’exception des protéines 
SH et G (59% et 37% d’identité, respectivement) (29, 33, 35, 41). En comparaison, les 
protéines SH et G du hRSV montrent aussi une grande variabilité entre génotypes A et B, 
même si celle-ci est moins marquée avec 72 et 55% d’identité, respectivement (Tableau 1).  
Des analyses récentes sur l’ensemble des séquences disponibles de génome 
complet de virus hMPV (103 séquences) ont estimé que l’ancêtre commun des cinq sous-
groupes hMPV se situerait entre 220 à 470 ans, pouvant correspondre à la distance 
phylogénétique séparant le hMPV du aMPV C, comme précédemment avancé (24, 42). En 
effet, les virus hMPV partagent une plus grande homologie de séquence avec les virus 
aMPV du groupe C qu’avec les deux autres génotypes aMPV A et B (Tableau 1), ce qui 
suggère une plus grande proximité phylogénétique. D’après ces mêmes analyses, le sous-
groupe A2b du hMPV est celui qui est apparu le plus récemment (42). 
 
 
Tableau 1 - Identité de séquence d’acides aminés entre la séquence de hMPV 00-1 (A1) et 
d’autres virus de la même famille (%) 
 N P M F M2-1 M2-2 SH G L 
hMPV B 96 85 97 95 96 89 59 37 94 
aMPV A/B 69 51-55 76-78 67 71-72 26-27 >20 - 64 
aMPV C 88 68 87 81 84 56 28 27 80 
hRSV A/B 41 23-24 37-38 33 35-36 >20 23 15 44 
 
(-) pourcentage non déterminé. Tableau adapté de (29, 43, 44). 
 
 
1.5 Epidémiologie et manifestations cliniques 
L’épidémiologie du hMPV présente de nombreuses caractéristiques communes avec 
celle du hRSV. Le virus cible préférentiellement les cellules ciliées de l’arbre respiratoire 
humain, ainsi les infections à hMPV symptomatiques induisent principalement des infections 
aiguës des voies respiratoires basses. Les signes cliniques sont variables (la toux, les 
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difficultés respiratoires et la fièvre) et les pathologies associées sont principalement la 
bronchiolite pédiatrique, le syndrome grippal chez l’adulte, ou encore la pneumonie grave 
chez les patients âgés ou immunodéprimés, ce qui complique le diagnostic et l’identification 
du hMPV (12-14, 18, 38, 45, 46).  
 
1.5.1 Transmission, répartition géographique et saisonnière 
Le mode de transmission du hMPV n’a pas été clairement défini, mais il pourrait être 
similaire à celui du hRSV, c’est-à-dire une transmission par contact direct avec une personne 
infectée et/ou par la propagation aéroportée d’aérosols et/ou de gouttelettes salivaires (47). 
La période d’incubation du virus semble être de 4 à 9 jours et son excrétion s’étale sur une 
période de cinq jours à deux semaines après l’infection (48-52). En effet, dans une étude 
mettant en jeu des infections hMPV expérimentales chez l’Homme adulte, le pic de 
réplication virale a été mesuré entre 6 à 9 jours après l’inoculation du virus, correspondant à 
l’apparition de signes cliniques tels que des rhinorrhées chez les patients symptomatiques 
(53). 
Après sa découverte en 2001, les infections à hMPV ont été décrites sur tous les 
continents (49, 54-68): Dans les pays tempérés, ces infections présentent une saisonnalité 
avec un pic d’incidence de la fin de l’hiver au début du printemps, généralement en léger 
retard par rapport au pic épidémique du hRSV (12, 18, 54, 69-76). Dans les pays à climat 
tropical et subtropical, les infections à hMPV (à l’image de celles à hRSV) suivent une 
saisonnalité plus variable, augmentant ainsi l’incidence des maladies respiratoires aiguës 
chez les nourrissons et jeunes enfants, avec notamment une activité plus importante au 
printemps et en début d’été (49, 55, 59, 60, 77). 
Tous les rapports de surveillance épidémiologiques signalent communément la co-
circulation de virus hMPV de tous les génotypes précédemment décrits, dépendamment de 
la zone géographique et des années (17, 46). De manière intéressante, depuis quelques 
années, le sous-groupe A2 (A2a et A2b) semble être prédominant par rapport au sous-
groupe A1 (2, 34, 78, 79). Ce différentiel commence aussi à apparaitre pour le sous-groupe 
B2 par rapport au sous-groupe B1, bien que moins marquée pour le moment (80). Ceci 
suggère que des caractéristiques (qu’il reste à déterminer) des souches A2 et B2 leur 
confèrent un avantage en terme de dissémination, mais cette hypothèse devra être 
confirmée dans le futur avec une surveillance épidémiologique plus détaillée. 
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1.5.2 Sérologie 
Les études indiquent une séropositivité de la population humaine de 80% à partir de 
2 ans de vie et elle atteint près de 100 % entre 5 et 10 ans (56, 62, 63, 81-85). Ainsi la quasi-
totalité de la population humaine possèdent des anticorps circulants pour lutter contre les ré-
infections (86). Par ailleurs, ces anticorps seraient moins abondants chez les adultes à partir 
de 40 ans, donnant l’opportunité aux virus hMPV de provoquer à nouveau des pathologies 
respiratoires dans la classe d’âge plus haute (87). Les cas de ré-infections symptomatiques 
par le hMPV chez l’adulte, parfois graves, suggèrent également que la réponse immunitaire 
induite est imparfaite (18, 88).  
 
1.5.3 L’infection hMPV chez l’enfant 
Le virus hMPV est une des causes majeures de bronchiolite pédiatrique, responsable 
de 5 à 15% des hospitalisations imputables aux infections des voies respiratoires basses 
aiguës chez les jeunes enfants (12, 13, 18, 64, 78, 89-94). Ces virus sont également les 
agents étiologiques responsables de 12-15 % des consultations pour infections des voies 
respiratoires hautes et basses des enfants non-hospitalisés (14, 65, 68, 91, 93). Les 
pathologies les plus rapportées chez les jeunes enfants sont la bronchiolite avec ou sans 
pneumonie associée. Les principaux symptômes de l’infection par le hMPV chez l’enfant 
comportent la rhinorrhée, la toux, la détresse respiratoire ou encore la fièvre, comme ceux 
induits par le hRSV (95, 96). Le hMPV peut aussi causer des infections des voies 
respiratoires supérieures, pouvant être associées à des otites, alors que les symptômes non 
respiratoires, tels que la diarrhée, les vomissements et l’apparition d’érythème, sont plutôt 
rares (46, 97-101).  
L’âge moyen des enfants hospitalisés des suites d’une infection par le hMPV est de 6 
à 12 mois, soit plus tard que celle provoquée par le hRSV, qui survient principalement entre 
0 et 3 mois (12, 38, 82, 95, 96, 102, 103). Cependant, la présence des anticorps maternels 
contre hMPV ne permet pas d’expliquer ce délai. Ils sont détectables de manière similaire à 
ceux dirigés contre hRSV dans les premiers mois de vie et atteignent un titre minimal entre 
le 5ème et 6ème mois, avant que les nourrissons ne développent leurs propres anticorps (57, 
81, 85). Ainsi, d’autres facteurs, pour l’instant non élucidés, doivent être responsables de ce 
délai de déclenchement de la pathologie associée à hMPV vis-à-vis de celle des virus hRSV. 
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1.5.4 L’infection HMPV chez l’adulte et la personne âgée 
La part du hMPV dans les pathologies respiratoires chez les adultes est moins décrite 
par rapport à l’incidence des virus influenza, adénovirus ou rhinovirus par exemple. 
Cependant, certaines études ont pu identifier le virus hMPV chez 5 à 10% des adultes ou 
personnes âgées présentant une infection aigüe des voies respiratoires (104-107) et chez 3 
à 5% des adultes ayant une exacerbation d’une pathologie pulmonaire chronique ou d’une 
pneumonie acquise en communauté (87, 108-110). Plusieurs études ont d’ailleurs rapportés 
des épidémies sévères au sein de centres de soin de moyen et long séjour (48, 88, 111, 
112). 
Chez les jeunes adultes, le virus hMPV est associé à des symptômes grippaux ou 
des rhumes (104, 105, 113) alors, qu’avec l’âge, des difficultés respiratoires telles que des 
dyspnées ou des respirations sifflantes sont plus souvent décrites (105). Des cas d’infections 
graves par le hMPV sont plus rarement décrits chez des adultes (88, 110-112, 114-118). 
Chez les personnes âgées, les infections à hMPV causent souvent des bronchites ou des 
pneumonies. Sur cette tranche d’âge, plus vulnérables aux ré-infections à cause de la 
sénescence du système immunitaire, de telles infections à hMPV ne sont pas anodines et, 
dans certains cas, elles peuvent s’avérer fatales (18, 87, 105).  
De plus, chez l’adulte, certaines de ces données concernant la pathogénèse du virus 
hMPV ont pu être confirmées grâce à une étude clinique (NCT01109329), réalisant des 
infections expérimentales hMPV par voie intra-nasale chez des Hommes adultes et sains et 
séropositifs (119). Cette étude a ainsi démontré que : (i) plus de la moitié des individus 
infectés ne présentait pas de réplication virale (détection biomoléculaire négative à partir de 
3 jours post-inoculation), confirmant la protection partielle de la population contre le hMPV ; 
(ii) seulement 20 à 30% des individus hMPV-positifs développaient des symptômes, de type 
rhinorrhée ; (iii) le pic de réplication virale, pour les individus concernés, se situait bien entre 
7 et 9 jours après inoculation, sans distinction entre adultes symptomatiques ou non. Par 
ailleurs un panel de cytokines a également été caractérisé suite à l’infection, comportant 
notamment l’IL-10 et l’IFN-γ chez les adultes malades (119).  
 
1.5.5 Facteurs de risque et de sévérité 
Depuis la découverte du hMPV, de nombreuses études ont tenté d’identifier les 
facteurs impliqués dans la sévérité de certaines infections par le hMPV. Cependant, en 
intégrant toutes les informations récoltées lors des études rétrospectives, il est encore 
difficile d’avoir une image claire des facteurs de risque et de sévérité associés au hMPV, que 
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ce soit en termes (i) d’âge; (ii) de sexe; (iii) de génotype viral; (iv) de présence de co-
infections virale ou bactérienne ou (v) des conditions de santé de l’individu (15, 120-126).  
L’âge médian des individus infectés par le hMPV est d’environ 17 mois, contre 7 mois 
pour le hRSV, mais le hMPV touche plus sévèrement les enfants entre 6 et 12 mois (126). 
Toutefois, étant donné cet âge, il apparait que la prématurité à la naissance (avant la 36ème 
semaine de gestation) est un facteur aggravant de la maladie, dans le cas de ces deux virus 
(12, 93, 102, 127-132). Concernant le sexe des enfants atteints, il n’a pas été démontré de 
corrélation claire avec la sévérité des atteintes pulmonaires (125, 127). De même, 
l’implication du génotype viral et/ou de la charge virale dans la sévérité de la pathologie reste 
également sujette à controverse, du fait de plusieurs études contradictoires (126, 133-135). 
En outre, le virus hMPV peut être détecté en combinaison avec d’autres pathogènes 
respiratoires viraux (hRSV, hPIV, bocavirus, rhinovirus, coronavirus, adénovirus ou virus 
influenza A / B) ou bactériens (Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae ou 
Chlamydia pneumoniae) (136-143). Cependant, les interactions du hMPV avec ces 
pathogènes, de même que l’impact de la co-infection sur la sévérité de la maladie, sont mal 
décrits et reposent principalement sur l’analyse de cas isolés. Comme les saisonnalités du 
hMPV et du hRSV se chevauchent à la fin de l’hiver, la question se pose en particulier 
concernant les co-infections hMPV / hRSV, qui pourraient être corrélées aux cas d’infections 
respiratoires les plus sévères. Quelques études épidémiologiques ont montré une corrélation 
entre ces co-infections virales et la bronchiolite grave, s’opposant à d’autres études qui n’ont 
pas pu établir de lien concluant (12, 58, 123, 136, 142, 144-150). Ainsi, la co-détection de 
ces deux pathogènes viraux pourrait simplement résulter d’infections successives. 
Concernant les cas de co-infections bactériennes, quelques études établissent une 
corrélation entre hMPV et S. pneumoniae, en particulier. Par exemple, elles mettent en 
évidence un lien entre infection à S. pneumoniae et séroconversion hMPV chez le nourrisson 
ou prédisposition à l’infection hMPV in vitro (141, 151). Inversement, en modèle expérimental 
murin, il a aussi été montré qu’une première infection par le hMPV prédisposait à la sévérité 
de la pathologie associée à une infection secondaire à S. pneumoniae (152). Les 
« interactions » entre hMPV et S. pneumoniae semblent ainsi contribuer au développement 
d’insuffisances respiratoires sévères et constituent un facteur aggravant des pneumo-
pathologies. Cependant, les mécanismes sous-jacents de cette co-infection ne sont pas 
connus pour l’instant.  
Le contexte d’une maladie chronique, telle que l’asthme, les atteintes cardio-
pulmonaires congénitales ou encore l’épilepsie, semble augmenter la susceptibilité de 
développer une infection grave liée au virus hMPV (12, 93, 102, 106, 127-132, 153-157). 
Une augmentation de la mortalité suite à une infection par le hMPV a aussi été rapporté chez 
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les malades ayant reçu une greffe d’organes solides (158) ou une greffe de cellules souches 
hématopoïétiques ( avec un taux de mortalité de plus de 40%) (159, 160).  
Concernant les individus souffrant d’atteintes respiratoires chroniques, les études 
sont mitigées quant à l’impact du virus hMPV dans l’exacerbation de l’asthme (161). En effet, 
chez l’adulte, certaines analyses prospectives corrèlent l’exacerbation de l’asthme avec des 
infections virales à rhinovirus, influenza, hPIV et hRSV principalement, mais le hMPV est 
rarement ou peu impliqué (14, 161-168). Par contre, chez les jeunes enfants (de moins de 
24 mois en particulier), plusieurs études montrent l’importance des virus hMPV dans 
l’apparition d’atteintes asthmatiques pouvant conduire à l’hospitalisation, étant le virus 
majoritairement détecté dans ces cas avec une incidence de 3,9 à 22,6 % dépendamment 
des études, suivi des bocavirus, du hRSV et des rhinovirus (161, 169). 
 
1.6 Diagnostic 
 A ce jour, le diagnostic du hMPV peut être réalisé essentiellement par la culture 
cellulaire, par un test d’immunofluorescence directe ou par un test de biologie moléculaire, à 
partir d’aspirations naso-pharynées (96). Etant donné la durée nécessaire à l’apparition des 
ECPs (environ deux semaines), la culture cellulaire n’est pas la méthode privilégiée pour le 
diagnostic du hMPV. Le test d’immunofluorescence directe consiste en la détection 
d’antigènes viraux à l’aide d’anticorps étiqueté d’un fluorophore. L’avantage de cette 
méthode est qu’elle est rapide (environ 2h) et qu’elle peut être utilisée en tests « multiplex » 
pour la détection simultanée d’un panel de pathogènes respiratoires. Toutefois, ces tests 
d’immunofluorescence directe sont moins sensibles que les tests de biologie moléculaire 
(170). Ces derniers consistent principalement en l’amplification de fragment des gènes N ou 
F par RT-qPCR (171). La limite de cette dernière méthode, associée à sa sensibilité et sa 
spécificité, est que la variabilité de la séquence génomique peut rendre difficile la mise au 
point d’un test universel pour tous les sous-groupes hMPV (172).  
 
2. Les protéines virales et leur(s) fonction(s) 
 
Étant identifié depuis 2001, il reste de nombreuses lacunes concernant la 
compréhension de la biologie fondamentale et cellulaire du virus hMPV, et notamment des 
fonctions de ses protéines. Par leur proximité biochimique et phylogénétique avec les 
protéines du hRSV, les protéines du hMPV sont souvent assimilées à celles du hRSV, 
étudiées depuis plus longtemps. Ce faisant, la biologie du hMPV est généralement 
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représentée à l’image de celle du hRSV, mais c’est une approche qui est assez réductrice et 
des études plus approfondies sont nécessaires pour détailler les caractéristiques propres 
des virus hMPV et de leurs protéines. 
 
2.1 Les protéines impliquées dans la réplication virale  
Relativement peu de données concernant la machinerie de réplication virale du 
hMPV sont disponibles, en comparaison à celle du hRSV. Cette réplication implique cinq 
protéines virales qui sont la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la polymérase (L), 
ainsi que les facteurs accessoires M2-1 et M2-2 (32, 173, 174). 
 
2.1.1 La nucléoprotéine N 
Le gène N du hMPV comporte 1185 nt et code pour une protéine de 394 acides 
aminés. La nucléoprotéine aurait plusieurs fonctions au sein de la particule virale hMPV: (i) 
encapsider le génome viral afin de le protéger des ARNases cellulaires ; (ii) guider la 
transcription du génome par la polymérase virale L et (iii) interagir avec la protéine M lors de 
l’assemblage des particules virales (175).  
La structure cristallographique du complexe nucléoprotéique N-ARN est connue pour 
le virus hMPV (PDB 5FVC) et a permis notamment de bien différencier à ce niveau les 
Pneumoviridae des Paramyxoviridae (Figure 4) (176). À la différence des Paramyxovirus, 
dont la nucléocapside présente un diamètre de 17 à 20 nm selon les virus, la protéine N des 
Pneumovirus hRSV et hMPV est de taille plus petite et forme une nucléocapside plus étroite 
de 13,5 nm (27). Dix monomères de protéine N du hMPV constituent un des anneaux 
formant la nucléocapside, et chaque protéine N est capable d’interagir avec 7 nucléotides de 
l’ARN génomique (27) (Figure 4). Le génome des Pneumovirus est dans ce cas enroulé à 
l’extérieur de la nucléocapside, ce qui pourrait aussi permettre plus de variation de la taille 
génomique du virus. En revanche, chez les Paramyxovirus, treize protéines N composent un 
anneau de nucléocapside et chaque nucléoprotéine interagit avec 6 nucléotides de l’ARN 
génomique (177). Pour ces virus, le génome à ARN est enfermé au cœur de la 
nucléocapside où il est soumis à des contraintes d’interactions (1 protéine N pour 6 nt), ce 
qui explique l’existence de « la règle de six » d’après laquelle la taille du génome viral ne 
peut être qu’un multiple de six (178). Ainsi, la différence de structure de la nucléo capside 
formée par la N du hMPV permettrait d’expliquer pourquoi le génome des Pneumovirus n’est 
pas soumis à « la règle de six » conditionnant la longueur du génome viral des 
Paramyxovirus (26).  
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Figure 4 - Comparaison de la structure de la nucléoprotéine N de hMPV et celle de hPIV-5. À 
gauche, structure décamérique de la nucléoprotéine N de hMPV associé avec l'ARN viral (PDB 5FVC) 
et à droite, structure similaire de la nucléoprotéine du virus hPIV-5 composée de 13 sous-unités (PDB 
4XJN). 
 
 
Par ailleurs, il a été suggéré que cette nucléocapside subisse des torsions et des 
réarrangements pour rendre l’ARN génomique accessible au complexe polymérase au cours 
de la transcription virale (176). En cela, la nucléoprotéine pourrait servir de guide au 
complexe de la polymérase virale et favoriser son interaction avec la molécule d’ARN viral. 
Un autre élément en faveur de ce rôle proposé est que la nucléoprotéine peut adopter deux 
conformations : celle qui est liée à l’ARN viral et celle qui interagit avec le cofacteur de la 
polymérase, la phosphoprotéine P (27). 
 
2.1.2 La phosphoprotéine P 
Le gène P du hMPV est composé de 885 bp et code pour une protéine de 294 acides 
aminés. Dans la particule virale hMPV, la protéine P est retrouvée sous forme tétramérique 
(179). La phosphoprotéine P semble avoir deux rôles principaux, (i) celui de guider et 
maintenir l’interaction entre la polymérase L et la nucléocapside pour une réplication virale 
efficace, et (ii) celui d’aider au maintien de la structure de cette nucléocapside. Elle possède 
en effet deux domaines de liaison et peut interagir d’une part avec la polymérase L, comme 
un cofacteur, et d’autre part, avec la nucléoprotéine N (179). 
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Le site d’interaction de la phosphoprotéine avec la protéine L a été localisé pour les 
virus hRSV (180). Il s’agirait d’une courte portion, de moins de 30 résidus d’acides aminés, 
située dans la région C-terminale, juste en amont du domaine d’interaction avec N. Ce 
domaine protéique est riche en résidus hydrophobes et serait déterminant pour l’activité 
polymérasique de L.  
L’interaction de P avec la nucléoprotéine N se fait via son extrémité C-terminale (riche 
en glutamate), et elle est supposée participer au maintien de la structure de la nucléocapside 
virale. En effet, des expérimentations ont montré que la nucléocapside, (complexe de 
protéines N et de la molécule d’ARN génomique), ne se formait de manière adéquate que 
lorsque la phosphoprotéine était co-exprimée (181, 182). Sur la base de la structure 
cristallographique des complexes formés par les protéines N et P, du virus de la stomatite 
vésiculaire (VSV), du virus Ebola ou encore du virus de la rougeole, plusieurs hypothèses 
peuvent être formulées concernant la liaison de la protéine P avec N qui permettrait 
également de garder disponibles les extrémités C-terminale et N-terminale de la 
nucléoprotéine pour son oligomérisation en nucléocapside (183-186).  
Chez les Pneumovirus et le hRSV, il a aussi été suggéré que la protéine P participe 
au recrutement du facteur d’élongation M2-1 dans le complexe ribonucléoprotéique grâce à 
l’interaction de tétramères de protéines M2-1 avec ceux formés par la protéine P (187, 188).  
 
2.1.3 La polymérase L 
Le gène L (pour large polymerase) du hMPV est composé de 6018 bp (presque la 
moitié du génome complet du hMPV) et code pour une grande protéine de 2005 acides 
aminés. Par similitude de séquence et de positionnement dans le génome avec les autres 
Pneumovirus ou Paramyxovirus, le gène L correspond à la protéine responsable de l’activité 
ARN polymérase ARN-dépendante (RdRP) du virus hMPV (29).  
Sa structure complète n’est pas connue, mais des prédictions bio-informatiques 
indiquent la présence dans la protéine L du hMPV de six domaines conservés entre les 
polymérases des Mononegavirales. Ces domaines prédits contiendraient les régions actives 
enzymatiquement pour la synthèse d’ARN et de la coiffe des ARNm (activités 
méthyltransférase et guanylyltransférase) (189, 190). Ces domaines fonctionnels de la 
protéine L auraient aussi un rôle dans sa conformation, ainsi que dans son interaction avec 
les protéines N et P et le brin matrice d’ARN viral pour former le complexe polymérase RdRP 
actif. Il a été proposé que les changements conformationnels de la polymérase associés à 
ses différentes activités seraient guidés par son interaction avec son cofacteur P, qui lui 
servirait ainsi de protéine chaperonne (179).  
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2.1.4 Les facteurs d’élongation et régulation de la synthèse d’ARN (M2-1 et M2-2) 
Le gène M2 du hMPV est unique aux Pneumovirus et est composé de deux cadres 
de lecture ouverts (ORFs) chevauchants, produisant les protéines M2-1 et M2-2 qui sont 
toutes les deux des cofacteurs de la polymérase virale L et qui régulent son activité (29, 
173).  
Pour le hMPV, la protéine M2-1 est constituée de 187 acides aminés. Elle est très conservée 
parmi les Pneumovirus, en particulier au niveau de sa région N-terminale. Elle s’organise en 
tétramère, de façon asymétrique, et sa structure cristallographique a été résolue pour le virus 
hMPV (PDB 4CS7, Figure 5) (187). Elle correspond au facteur d’élongation de la 
transcription virale et joue également un rôle important dans la réplication virale, en liaison 
avec la polymérase. En effet, la protéine M2-1 du hMPV serait capable d’augmenter la 
processivité du complexe RdRP en l’empêchant de se détacher entre chaque gène, et aurait 
ainsi la fonction de facteur d’anti-terminaison (187). La protéine M2-1 possède en effet des 
sites de liaison à la phosphoprotéine P ainsi qu’à l’ARN génomique de type domaine en 
doigt-de-zinc (187, 188). Il a été suggéré que ces domaines interagissent spécifiquement 
avec les régions consensus Gene End, et en particulier avec l’enchainement des nucléotides 
adénosine dans ces régions, pour empêcher la dissociation du complexe RdRP à la fin de la  
 
 
Figure 5 – Structure cristallographique du tétramère asymétrique formé par la protéine M2-1 du 
hMPV. Chaque sous-unité protéique est représentée d’une couleur différente (PDB 4CS7). 
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transcription de chaque gène, comme cela a aussi été décrit pour le hRSV (187, 191). 
 
Le deuxième ORF du gène M2 est plus court et code une petite protéine M2-2 de 71 
acides aminés. Celle-ci est décrite comme un facteur de régulation de la transcription d’ARN 
et serait impliquée dans le contrôle de la balance d’activité du complexe RdRP entre 
transcription des ARNm viraux et réplication de l’ARN génomique viral. Le mécanisme de ce 
processus n’est pas encore complètement élucidé, mais il serait dépendant de 
l’accumulation de protéines M2-2 et de la capacité de la protéine à interagir directement avec 
la polymérase L (192).  
 
Pour le hRSV, il a été montré que la protéine M2-1 est nécessaire à la réplication 
virale à la différence de la protéine M2-2 qui, si elle semble favoriser la réplication virale, 
n’est pas indispensable (173). Pour le hMPV, une étude a démontré que les deux protéines 
M2-1 et M2-2 ne sont pas indispensables à la réplication du virus in vitro. En effet, des virus 
recombinants, générés par génétique inverse et possédant une délétion des gènes codant 
ces protéines, sont capables d’effectuer plusieurs cycles de réplication de manière efficace, 
même si une accumulation d’ARNm par rapport à l’ARN génomique a été observée dans le 
cas de la délétion de M2-2 (ΔM2-2), démontrant ainsi le rôle de la protéine dans la balance 
de l’activité du complexe RdRP (173). Par ailleurs, la présence de la protéine M2-1 semble 
plus importante pour la réplication virale in vivo, alors que la protéine M2-2 reste 
complètement accessoire (173). Ces résultats soulignent le potentiel de ces ORFs et de leur 
ingénierie quant au développement de stratégies vaccinales, qui seront discutées dans le 
paragraphe 6.3.  
 
2.2 La protéine de matrice M 
Le gène M du hMPV, de 765 bp, code pour une protéine de 254 acides aminés 
(28kDa). La structure cristallographique de la protéine M, ainsi que celle des assemblages 
multimériques qu’elle est capable de former, a été résolue il y a quelques années (PDB 
4LP7, Figure 6) (193). Une caractéristique de la protéine M du hMPV est qu’elle forme un 
homodimère de protéines comportant chacune un site de liaison au calcium (Ca2+), ce qui 
stabilise sa structure dimérique (193, 194). Cette caractéristique est assez unique parmi les 
protéines virales de matrice décrites jusqu’à maintenant et permet aux dimères de protéines 
M de s’associer « spontanément » en assemblages plus complexes, telles que des 
structures filamenteuses à la surface des cellules infectées ou encore des protéines solubles 
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sécrétées dans le surnageant cellulaire (195, 196). A noter que la formation de ces 
structures filamenteuses de M, semble être impliquée in vitro dans le bourgeonnement et la 
propagation du virus hMPV (195).  
Cette capacité d’assemblage de la protéine M illustre bien son rôle clé dans 
l’organisation et la structure de la particule virale. Notamment, chez les Paramyxovirus et le 
hRSV, il a été démontré que la protéine de matrice interagit avec la nucléoprotéine N, les 
domaines cytoplasmiques des glycoprotéines virales de surface F et G, ainsi que la bicouche 
lipidique de la membrane cellulaire, orchestrant ainsi l’assemblage de la particule virale (175, 
197). Cette caractéristique a, par ailleurs, été exploitée avantageusement pour générer des 
particules pseudo-virales comme candidats vaccin (Virus-Like Particles, VLPs) (197-199).  
Par ailleurs, un rôle immuno-modulateur a également été proposé pour la forme 
soluble de la protéine M. En effet, il a été décrit que cette forme était prise en charge par les 
cellules dendritiques et les macrophages activés et entrainerait ainsi la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires, telles que l’interleukine 2 (IL-2) ou l’interféron γ (IFN-γ) (196). 
Plus récemment, le rôle immuno-modulateur de la protéine M du hMPV a été confirmé par 
l’utilisation de protéines M comme adjuvant à la glycoprotéine de fusion F recombinante, en 
remplacement et/ou en combinaison avec l’alum, dans des tests d’évaluation de candidats 
vaccin sous-unitaires (200).  
 
 
Figure 6 - Structure de la protéine de matrice M du hMPV. Représentation d'un dimère de protéine 
M (de couleur rouge ou gris pour chaque sous-unité). Dans le cadre est représenté un grossissement 
du domaine de liaison au calcium sur l'un des monomères (PDB 4LP7). 
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2.3 Les glycoprotéines de surface 
Les virus hMPV codent pour trois glycoprotéines (F, G et SH) qui sont fortement 
exprimées à la surface des cellules hôtes infectées, ainsi qu’à la surface des virions 
nouvellement produits (Figure 2).  
 
2.3.1 La glycoprotéine de fusion F 
La glycoprotéine F est codée par un gène de 1620 bp et comporte 539 acides 
aminés. C’est une glycoprotéine transmembranaire de fusion de Classe I qui s’organise sous 
forme de trimères dans la bicouche lipidique membranaire (201). C’est une des protéines du 
virus hMPV qui est la plus conservée entre les groupes A et B (homologie de séquence 
supérieure ou égale à 95 %) (202). En revanche, la glycoprotéine F est assez peu conservée 
entre les Pneumovirus avec, par exemple, 33 – 34 % d’identité de séquence entre les virus 
hMPV et hRSV (Tableau 1).  
La glycoprotéine F de fusion du virus hMPV a longtemps été représentée à l’image 
des protéines de fusion des Paramyxovirus, telles que celles des hPIV avec laquelle elle 
partage une forte homologie de structure. Néanmoins, elle présente une différence 
fondamentale avec les glycoprotéines F des Paramyxovirus, puisqu’elle est, comme celle du 
hRSV, capable de déclencher de manière autonome son changement de conformation qui 
mène à la fusion des membranes virale et cellulaire (203), à la différence des Paramyxovirus 
qui nécessitent l’action d’une protéine d’attachement coopératrice de F (204). De plus, il est 
admis que les glycoprotéines F des virus hMPV et hRSV possèdent également des 
propriétés intrinsèques d’attachement cellulaire et constituent de ce fait un déterminant viral 
clé de l’infection (205, 206). Il a d’ailleurs été décrit que la glycoprotéine F constituait 
également l’antigène majeur du virus hMPV, du fait de son importante exposition à la surface 
des virions et de ses propriétés antigéniques (207). 
 
2.3.1.1 Les domaines fonctionnels de la protéine F 
L’étude de la glycoprotéine de fusion F du hMPV s’est principalement faite par 
homologie avec celles des autres paramyxovirus, en particulier de la glycoprotéine F du virus 
hPIV-5 qui a longtemps servie de matrice pour la modélisation tridimensionnelle de la 
protéine F du hMPV.  
Au cours du cycle viral, la protéine F est d’abord synthétisée sous la forme d’un 
précurseur F0. Pour être actif, ce précurseur doit être clivé par une ou des protéase(s) 
cellulaire(s), de type furine par exemple, en deux sous-unités F1 et F2 (Figure 7) (208). Le 
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site de clivage de la F du hMPV est un motif RQRS↓ (Arginine-Glutamine-Sérine-Arginine). 
Généralement, les protéines de fusion virales sont clivées dans l’espace intracellulaire et 
sont exportées à la membrane plasmique sous leur forme active (209). Cependant, en 
fonction des souches virales, la culture in vitro du hMPV requiert l’addition de protéase, telle 
que la trypsine, au milieu de culture, ce qui suggère que la F du hMPV est présente sous sa 
forme inactive F0 à la surface cellulaire et/ou que le site de clivage n’est pas optimal. En 
effet, une étude a montré qu’il était possible de modifier la susceptibilité à la trypsine de la 
protéine F du hMPV, par la mutagénèse de son site de clivage selon des séquences 
dérivées des virus aMPV A ou C, ou encore d’une séquence d’isolat clinique hMPV trypsine-
indépendant (210, 211). 
 
Les deux sous-unités F1 et F2 sont liées par un pont disulfure entre les résidus 60 et 
182 (Figure 7). De l’extrémité N- à l’extrémité C-terminale, plusieurs domaines fonctionnels 
ont été identifiés (212), tel qu’illustré dans la Figure 7 :  
- un peptide de signal (SP) à l’extrémité N-terminale de la sous-unité F2 qui permet 
l’export de la protéine F0 à la membrane cytoplasmique à travers le Golgi; 
- un peptide de fusion (FP) à l’extrémité N-terminale de la sous-unité F1, qui s’insère 
dans la membrane de la cellule cible; 
 
 
Figure 7 - La protéine de fusion F de hMPV : localisation des domaines fonctionnels et des 
épitopes antigéniques. Schéma de l'organisation des domaines fonctionnels au sein de la protéine F 
du hMPV. Les épitopes antigéniques sont positionnés d'après Ulbrandt et al. 2008. SP : Peptide 
signal. FP : Peptide fusion. HR A /B : Domaines Heptad Repeat A/B. RGD : Domaine de liaison à 
l’intégrine (position 329 à 331). TM : Domaine Transmembranaire. 
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- deux domaines HRA et HRB (pour heptad repeat A et B), constitués d’enchainements 
de sept acides aminés qui s’organisent en hélice alpha. Ces deux régions sont 
primordiales pour les changements de conformation de la protéine F. Après repliement 
de la protéine, un domaine HRA interagit avec un domaine HRB pour former un 
assemblage de type coiled-coil (201, 213); 
- un motif RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) en position 329 à 331 entre les deux 
régions HR. C’est un domaine très conservé qui permet l’interaction avec des 
récepteurs de matrice extracellulaire, en particulier les intégrines αVβ1 (214); 
- un domaine transmembranaire (TM) à l’extrémité C-terminale, qui permet l’ancrage de 
la protéine F dans la bicouche lipidique membranaire. 
 
2.3.1.2 Le modèle du mécanisme de fusion des protéines virale de Classe I 
Comme les protéines de fusion des virus hRSV ou influenza, le mécanisme de fusion 
médiée par la protéine F du hMPV suit le modèle des protéines de fusion de Classe I, 
représenté en Figure 8. 
Dans le cas du virus hMPV, le trimère de protéines F est exprimé en surface 
membranaire (Figure 8A. 1) sous leur forme F0, avant d’être activées par l’action de 
protéase cellulaire de type furine ou trypsine (Figure 8A. 2). La protéine F prend alors une 
forme métastable de pré-fusion. Cette forme a été modélisée par homologie de structure sur 
le modèle de la protéine de fusion des virus hPIV5 (PDB 2B9B) et hRSV (PDB 5C69 ; 
Figure 8B). Cette activation de la protéine permet l’intégration du peptide de fusion dans la 
membrane lipidique cible (Figure 8A. 3). Cette étape implique très probablement l’interaction 
de la protéine F et/ou de la protéine d’attachement G avec des récepteurs cellulaires 
glycosaminoglycanes (GAGs) ou intégrines, afin de maintenir à proximité les membranes 
cellulaire et virale amenées à fusionner. À cette étape, le déploiement du peptide de fusion 
permet ainsi l’exposition des domaines HRA en hélices alpha, qui étaient jusque-là 
recroquevillés au sein de la tête globulaire de la protéine sous sa forme pré-fusion. 
L’homotrimère de protéine F va alors se remodeler une dernière fois pour adopter une 
conformation plus stable énergétiquement (Figure 8A. 4). Ainsi, les domaines HRA et HRB 
des trois monomères de F vont se rapprocher grâce au repliement de la partie centrale de 
chaque protéine, à l’image d’une charnière, et interagir par des liaisons hydrophobes et 
électrostatiques pour former une structure irréversible, dite de 6-helix-bundle (6HB, Figure 
8A dans l’encadré). La force exercée par ce repliement protéique permet alors de rapprocher 
les membranes lipidiques ce qui, associée à l’action d’autres protéines F à proximité, crée 
l’ouverture d’un pore de fusion (Figure 8A. 5). La forme tridimensionnelle stable de post-
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fusion de la protéine F du hMPV (PDB 5L1X) a été résolue récemment et elle est 
représentée dans la Figure 8C. 
 
L’élément déclencheur du processus de fusion médié par la protéine F n’est pas 
clairement identifié. De manière intéressante, les protéines F des virus hMPV et hRSV, n’ont 
pas besoin de l’action d’un cofacteur pour provoquer leur changement de conformation, ce  
 
Figure 8 - Modèle de fusion des protéines de Classe I (A) Le modèle fait intervenir 5 étapes 
consécutives. 1 : la présentation de la F (F0) trimérique en surface membranaire. 2 : le clivage 
protéolytique de la forme pré-fusion, peu stable, permettant la libération du peptide fusion. 3 : 
l’incorporation du peptide fusion dans la membrane lipidique-cible. 4 : le changement de conformation 
de la F avec le rapprochement des domaines HRA et HRB jusqu’à la formation de la structure 
irréversible 6HB de post-fusion et l’ouverture du pore de fusion en étape 5. Dans l'encadré figure un 
grossissement de l'entrelacement des domaines coiled-coil HRA et HRB formant le 6HB. (B) Structure 
trimérique de la protéine F sous forme pré-fusion et modélisé à partir de la structure de la F du virus 
hPIV5 (PDB 2B9B). (C) Structure trimérique de la F de hMPV sous sa forme de post-fusion (PDB 
5L1X). 
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qui suggère que l’échange d’énergie au sein de l’homotrimère de F est suffisant à lui seul, 
pour permettre le processus de fusion. Des études focalisées sur certaines protéines F de 
virus hMPV et aviaires, donc l’activité est susceptibilité au pH acide, proposent que la 
présence de clusters d’acides aminés chargés au sein de la protéine pourrait générer des 
répulsions électrostatiques assez importantes pour contribuer aux changements 
conformationnels de la protéine dans des conditions favorables de pH (212). 
 
2.3.1.3 Les phénotypes induits par la protéine F in vitro 
L’un des paramètres qui ont rendu difficile l’identification initiale du virus hMPV est sa 
variabilité en termes d’ECPs induits in vitro. En effet, il a été décrit par différentes équipes, 
dont celle du Dr Boivin, que les virus hMPV pouvaient induire des phénotypes cellulaires très 
variables avec soit (i) un arrondissement des cellules infectées, soit (ii) la formation de 
grandes cellules multi-nucléées. Pour le premier phénotype, les cellules infectées deviennent 
réfringentes, lorsqu’elles sont observées en microscopie optique, et se décollent 
individuellement du tapis cellulaire au cours de l’infection (Figure 9A). Le deuxième type 
d’ECPs observés correspond à un phénotype hyper fusogénique, caractérisé par la 
formation de syncytia, à l’image des ECPs induit par le hRSV (Figure 9B). Si les raisons de 
cette variété de phénotypes ne sont pas encore complètement élucidées et constituent un 
des enjeux de l’étude de la protéine F du hMPV, il semble probable qu’elles dépendent 
 
 
Figure 9 - Différence de phénotypes in vitro induits par la protéine de fusion F de hMPV. Selon 
les souches virales, le hMPV peut induire la formation d'ECPs in vitro, ici sur des cellules de singe 
LLC-MK2, allant de (A) cellules arrondies (avec le virus B2/CAN98-75) à (B) la formation de cellules 
géantes multi nucléées ou syncytia (avec le virus A1/C-85473). Image modifiée de Aerts et al. (2). 
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principalement des propriétés intrinsèques de la protéine de fusion. Plusieurs études ont 
suggéré que le phénotype hyperfusogénique de certaines souches hMPV est une 
conséquence de la susceptibilité au pH de la protéine F, telle que pour la souche A2/CAN97-
83 qui induit la formation de syncytia seulement à pH acide, bien que cela ne soit pas 
représentatif du mécanisme commun d’activation de la protéine (208, 215, 216).  
 
2.3.1.4 La fonction d’attachement de la protéine F 
La présence d’un motif RGD (arginine – glycine - acide aspartique), reconnu par des 
intégrines et récepteurs d’adhésion cellulaires, est unique parmi les protéines de fusion des 
Pneumovirus et des Paramyxovirus (Figure 7). Il a été montré que le blocage de l’interaction 
RGD-intégrines cellulaires par l’utilisation d’EDTA, d’anticorps monoclonaux ou d’ARN 
interférents, inhibait jusqu’à 50 % de la liaison des virus hMPV aux cellules, avec pour 
conséquence une inhibition de l’infection in vitro (199, 212, 214).  
Cependant, une autre étude a démontré que le domaine RGD n’était pas 
indispensable au mécanisme de fusion de la protéine F à la différence de l’interaction de la 
protéine F avec des glycosaminoglycanes de type héparane sulfate, qui aurait un rôle 
primordial dans l’attachement cellulaire de la protéine et de la fusion membranaire 
consécutive (217). Par ailleurs, la protéine G du virus hMPV, qui est considérée comme la 
protéine d’attachement, est aussi capable d’interagir avec les héparanes sulfates, il semble 
que ces récepteurs cellulaires sont importants dans les étapes précoces de l’infection par 
hMPV (218). Cependant, il faut noter que des virus recombinants délétés de leur protéine G 
sont tout à fait capables de se lier in vitro aux cellules-cible et d’initier la fusion membranaire 
concomitante, démontrant ainsi que la protéine F constitue l’unique facteur viral 
indispensable à la réalisation des premières étapes du cycle viral. Il a aussi été suggéré que, 
grâce à ses propriétés d’attachement, la protéine F pouvait contribuer au tropisme cellulaire 
des virus hMPV (205). 
 
2.3.1.5 Les propriétés antigéniques de la protéine F 
Comme indiqué précédemment, la protéine F a rapidement été identifiée comme la 
protéine immunogénique principale du virus hMPV. Elle semble d’ailleurs la seule capable 
d’induire une protection efficace contre l’infection, bien que les deux autres glycoprotéines, G 
et SH, soient également exposées à la surface membranaire (40, 207). En effet, exprimée à 
la surface d’un vecteur viral réplicatif hPIV-1, la protéine F de hMPV induit la production de 
titres élevés d’anticorps neutralisants contre le hMPV après l’immunisation intra-nasale de 
hamsters. Dans ce modèle, elle est également protectrice face à un challenge infectieux 
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avec un virus hMPV homologue, alors que les protéines SH et G, exprimées selon la même 
technique à la surface du vecteur hPIV-1, présentent des propriétés immunogéniques 
significativement plus faibles (207).  
Cinq groupes d’épitopes antigéniques de la protéine F de hMPV, reconnus par des 
anticorps neutralisants, ont été caractérisés et sont positionnés en Figure 7 (219, 220). 
Certains de ces épitopes sont conservés parmi les virus hMPV, et peuvent ainsi entrainer 
une protection croisée efficace entre différents sous-groupes viraux. D’autres le sont moins, 
à l’image de l’épitope 3 qui diverge fortement entre les groupes A et B. De manière 
intéressante, l’épitope 4 par exemple, correspond aussi à l’un des épitopes antigéniques de 
la protéine F du hRSV (région II). Cet épitope est reconnu par le seul anticorps monoclonal 
commercialisé et approuvé par la FDA en prophylaxie de l’infection hRSV, le palivizumab 
(Synagis®, MedImmune) (221). Cependant, il ne présente qu’une efficacité faible voire non 
significative contre l’infection par le hMPV. Ainsi, la connaissance plus approfondie de ces 
épitopes est un élément déterminant dans le développement de stratégies prophylactiques et 
vaccinales, basées sur le ciblage de la protéine F, avec comme perspective la possibilité 
d’une protection croisée contre les virus hMPV et les virus hRSV. 
 
2.3.2 La protéine d’attachement G 
Le gène G code pour une glycoprotéine de 217 à 241 acides aminés, du fait d’une 
extrémité C-terminale de longueur variable selon les souches virales. Sa masse moléculaire 
variable de 34 à 41 kDa, dépend également de son niveau de glycosylation (20 kDa environ 
pour la protéine non glycosylée) (222, 223). La protéine G est la plus variable des protéines 
de hMPV, avec une homologie de 29 à 37% entre virus des groupes A et B (Tableau 1) 
(222). Cependant, elle reste relativement bien conservée au sein de chaque sous-groupe (93 
– 100%) (36, 222). Son extrémité N-terminale cytosolique et son domaine transmembranaire 
sont davantage conservés que son ectodomaine, région non structurée en C-terminaison 
(33, 222, 224, 225).  
La protéine G est une protéine membranaire de type II avec une région 
transmembranaire qui a également la fonction de peptide signal (localisé entre les acides 
aminés en position 30 à 53) (35). Après l’acide aminé en position 53, la partie de protéine G 
qui est exposée à la surface extracellulaire, possède de très nombreux sites potentiels de 
glycosylation (29, 33, 225, 226). En effet, plus de 40 sites de O-glycosylation et 1 à 4 sites 
de N-glycosylation sont prédits pour une séquence composée à plus de 30 % en résidus 
sérine et thréonine (35, 226). De manière intéressante, une duplication de 180 nt au sein du 
gène G des souches récentes du sous-groupe A2b, à laquelle peut s’ajouter une duplication 
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de 111 nt, ont été décrites et ajoutent de ce fait 23 à 25 nouveaux sites accepteurs de O-
glycosylation pour la protéine G (227-229). Bien que l’impact fonctionnel de ce 
polymorphisme ne soit pas encore caractérisé, cette duplication pourrait expliquer pourquoi 
les souches virales du sous-groupe A2b deviennent progressivement prépondérantes depuis 
2013. La protéine G a aussi un taux élevé en proline (jusqu’à 10 % de sa composition) ce qui 
argumente également pour une structure hautement glycosylée de type mucine (29, 224, 
225).  
Malgré son exposition à la surface des membranes cellulaire et virale, il a été montré 
que la protéine G ne présente qu’un faible pouvoir immunogénique en comparaison de la 
protéine F (exprimée par des vecteurs hPIV ou alphavirus) et n’entraine pas la production 
d’anticorps neutralisants ou protecteurs contre le hMPV dans différents modèle animaux 
(souris, rats des cotonniers ou hamsters) (207, 230, 231). Il a notamment été rapporté que 
l’immunisation des rats des cotonniers avec des protéines G solubles (dont les domaines N-
terminaux et transmembranaires ont été tronqués), adjuvantés ou non, pouvait induire la 
production d’anticorps dirigés contre la protéine G, sans pour autant être associée à des 
propriétés neutralisantes ou protectrices (230).  
La protéine G, en tant que protéine d’attachement, est capable d’interagir avec des 
glycosaminoglycanes cellulaires (GAGs) comme la protéine F (218). Cette reconnaissance 
des GAGs est non-spécifique et très variable d’une souche virale à l’autre, notamment du fait 
de la grande variabilité des protéines G de hMPV dans leur composition en résidus d’acides 
aminés et dans leur profil de glycosylation (37, 222, 232).  
Par ailleurs, comme pour les autres Pneumovirus, la protéine G du hMPV ne possède 
aucune fonction d’hémagglutination ou de neuraminidase. Plusieurs études ont montré que 
la protéine G avait des propriétés modulatrices de la réponse immune, pouvant ainsi 
expliquer en partie le fait que les individus infectés développent une protection incomplète 
contre le hMPV et qu’ils puissent être sujet à des réinfections ultérieures au cours de leur vie 
(233-235). L’une des explications avancées est que la protéine G possèderait un pouvoir 
masquant de la protéine F antigénique grâce à son haut niveau de glycosylation (223). 
Alternativement, d’autres études ont démontré que la protéine G aurait aussi des propriétés 
intrinsèques de modulation de la réponse cellulaire. Par exemple, par son interaction directe 
avec le facteur cellulaire RIG-I, elle pourrait moduler la cascade de signalisation NF-κB / IRF-
3 contrôlant l’expression des IFN β et de cytokines, comme RANTES ou IP-10, en cellules 
pulmonaires humaines A549 (236). La voie de signalisation activée consécutivement à 
l’engagement des récepteurs Toll-like 4 (TLR-4) des cellules dendritiques dérivées des 
monocytes (moDC) semble aussi être régulée par la protéine G avec, pour conséquence, la 
modulation de la production d’interféron de type I (IFN-I α/β), de cytokines et de chimiokines 
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(234, 237). Il a également été suggéré que la protéine G de hMPV serait capable de réguler 
la production d’IFN de type III (IFN λs) de manière IRF-7 dépendante (238). Au contraire, 
une autre étude a rapporté que l’absence de la protéine G, tout comme celle de la protéine 
SH, diminuait l’internalisation du virus hMPV dans les cellules moDC et conduisait, de ce fait, 
à une activation moindre des lymphocytes T CD4+ (239). Finalement, ces données ont aussi 
été nuancées depuis par des approches utilisant des ARN interférents dirigés contre la 
protéine G dans les cellules A549 (240, 241). Dans ces études, l’inhibition de l’expression de 
la protéine G ne modifiait pas la réplication virale ni n’augmentait la production des IFN-I 
(α/β) en réponse à l’infection. 
Globalement, les interrogations autour du ou des rôle(s) de la protéine G restent donc 
entières, en particulier du fait qu’elle soit, comme les protéines SH et M2-2, non 
indispensable à la réplication virale in vitro et in vivo (174, 242). Ce dernier point met ainsi en 
lumière l’intérêt de cette protéine pour la mise au point de modalités thérapeutiques et, en 
particulier, de vaccins vivants atténués hMPV. 
 
2.3.3 La petite protéine hydrophobe SH 
Le gène SH du hMPV code pour une petite protéine hydrophobe, dont la taille varie 
de 177 à 183 acides aminés selon les souches de hMPV, et dont la similitude de séquence 
peut être assez faible (59%) entre sous-groupes viraux (33). Cette grande variabilité est 
comparable à celle des protéines SH des autres Pneumovirus, cependant il faut remarquer 
que la taille de la protéine SH de hMPV est près de trois fois supérieure à celle de la protéine 
SH du hRSV (65 aa). L’analyse de la séquence de SH révèle un profil de protéine 
transmembranaire de type II, mais ne permet pas d’identifier de domaine fonctionnel 
caractéristique. Le domaine transmembranaire (en position 31 à 53) délimite un ectodomaine 
constituant la plus grande partie de la protéine. La protéine SH du hMPV existe sous 
plusieurs formes selon son état de glycosylation (23 kDa si elle est non-glycosylée, de 25 à 
30 kDa pour la forme N-glycosylée et de 80 à 220 kDa pour la forme hautement glycosylée) 
(174). De manière intéressante, il semblerait que la protéine SH soit moins incorporée dans 
la bicouche lipidique lorsque la protéine G n’est pas exprimée (242). 
Outre ces informations, le rôle de la protéine SH de hMPV n’a pas été clairement 
élucidé, à l’image de son homologue chez les virus hRSV. Considérant ses propriétés 
d’oligomérisation à la membrane plasmique et de perméabilisation de la membrane, il est 
suggéré que la protéine SH adopte une structure de viroporine qui rappelle les canaux 
ioniques formés par la protéine M2 des virus influenza (243). Cette étude a en plus montré 
que la co-expression de SH, principalement son domaine extracellulaire, avec la protéine F 
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du hMPV entrainait la diminution de 90 % de la fusion membranaire médiée par F (243). La 
fusion induite par les protéines de fusion de hPIV-5 ou de virus Hendra était aussi 
partiellement réduite, démontrant un effet inhibiteur de fusion non spécifique de la F du 
hMPV (243).  
Une autre fonction a également été proposée pour la protéine SH, notamment parce 
qu’il a été décrit que celle-ci était aussi fortement présente dans certains compartiments 
cytoplasmiques des cellules infectées (243). La protéine pourrait ainsi bloquer l’activation du 
facteur de transcription cellulaire NF-κB en réponse à l’infection et, par conséquent, diminuer 
l’expression de cytokines et chimiokines comme l’IL-8 par exemple (244). Pour cela, la 
protéine SH inhiberait la phosphorylation de la sous-unité p65 de NF-κB et donc son activité 
transcriptionnelle pour empêcher l’apoptose cellulaire (244), à l’image des protéines SH des 
Paramyxovirus (245). Néanmoins, comme pour la protéine G, une analyse à haut débit de 
l’expression des gènes de cellules pulmonaires (A549) infectées par un virus hMPV sauvage 
ou délété de SH démontrait un profil similaire entre les deux infections, réfutant le rôle de SH 
dans la modulation de la réponse cellulaire (246). Comme autre piste, une étude portant sur 
hRSV a montré que la viroporine formée par sa protéine SH a une fonction dans l’activation 
de l’inflammasome, un rôle pour l’instant non documenté pour la SH du hMPV (247).  
Par ailleurs, la technologie de génétique inverse a permis de démontrer que la 
délétion du gène SH n’impactait pas la réplication in vitro du virus hMPV (242), suggérant 
ainsi un statut accessoire pour la protéine. Il a d’ailleurs également été montré qu’après de 
multiples passages cellulaires du virus hMPV, des mutations ponctuelles apparaissent dans 
le gène SH conduisant généralement à une protéine SH tronquée, suggérant une adaptation 
de la protéine aux contraintes environnementales lors de la culture in vitro (248). En modèle 
animal hamster, des virus recombinants n’exprimant pas la protéine SH se répliquent même 
à un niveau supérieur à celui d’un virus sauvage, alimentant les questionnements 
concernant le rôle de SH (242). 
Enfin, sur le volet immunogénique, la protéine SH, bien qu’exprimée à la surface des 
particules virales, n’induit pas la production d’anticorps neutralisant et protecteur contre 
l’infection hMPV (207). Globalement, les interrogations autour du ou des rôle(s) de la 
protéine SH restent donc également entières et méritent de plus amples études.  
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3. Le cycle viral du hMPV 
 
L’ensemble des étapes du cycle réplicatif n’a pas encore été complètement 
caractérisé pour le virus hMPV. La communauté scientifique considère néanmoins que la 
biologie du hMPV est très proche des autres Pneumovirus (en particulier du hRSV), ainsi 
que des Paramyxovirus, du moins en ce qui concerne la réplication de son génome à ARN 
négatif. Le cycle viral est cytoplasmique et peut être subdivisé en trois phases séquentielles : 
(I) la phase d’attachement et d’entrée du virus dans la cellule cible ; (II) la phase de 
transcription / réplication du génome viral et de traduction des protéines virales dans le 
cytoplasme de la cellule infectée ; (III) l’assemblage de tous ces éléments néo-synthétisés 
en particules virales et leur bourgeonnement à la surface membranaire (Figure 10). 
 
Figure 10 - Le cycle viral des Pneumoviridae. Le cycle viral comporte 3 phases : (I) L'attachement 
du virus à la cellule cible et la fusion de leur membrane respective pour permettre le relargage du 
génome viral dans le cytoplasme; (II) les étapes de transcription du génome pour synthétiser les 
ARNm puis les traduire en protéines et de réplication du génome via la production de brin ARN 
matrice (+); (III) l'encapsidation du génome viral et l'assemblage de la particule virale avant 
bourgeonnement à partir de la membrane cytoplasmique. 
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3.1 L’attachement et la fusion 
La première étape de l’infection consiste en l’attachement du virus à ses cellules 
cibles naturelles, les cellules épithéliales ciliées de l’arbre respiratoire humain. Comme 
présenté précédemment, l’attachement cellulaire des virus est médié par la protéine G qui 
interagit avec des GAGs cellulaires (de type héparane sulfate) et/ou par la protéine de fusion 
F qui peut également remplir cette fonction de liaison à la cellule hôte grâce à son site 
d’interaction aux intégrines α/β et sa liaison aux GAGs cellulaires, via un site non encore 
déterminé (Figure 10). Le rapprochement des membranes cellulaire et virale permet ensuite 
à la protéine F d’enclencher le processus de fusion tel que représenté précédemment en 
Figure 8. La compréhension de ce mécanisme et de ces acteurs est importante pour le 
développement de stratégies antivirales basées sur l’inhibition de ces étapes initiales 
d’attachement et de fusion. Ainsi, des antagonistes des récepteurs héparane sulfate (249) ou 
des peptides inhibiteurs de fusion interagissant avec la protéine F ont été évalués ; ces 
derniers seront décrits en partie 5.3 de ce manuscrit. 
Alors que pour les Paramyxoviridae, la fusion membranaire se déroule généralement 
en condition de pH neutre, il a été montré que le hRSV utilise également les voies 
d’endocytose, médiée par la clathrine, et de macropinocytose à pH acide pour réaliser sa 
phase d’entrée cellulaire (250, 251). En effet, il apparait que la protéine F de hRSV subit un 
deuxième clivage protéolytique après internalisation dans le compartiment endosomal, ce qui 
permet la fusion des membranes virale et endosomale et la libération de matériel génétique 
viral dans le cytoplasme de la cellule infectée. Bien qu’il n’ait pas été décrit de second site de 
clivage dans le cas de la protéine F du hMPV, une étude a décrit que ce virus pouvait 
également utiliser la voie d’endocytose pour pénétrer dans les cellules-cible in vitro (cellules 
Vero et LLC-MK2) (252). Le rôle du pH acide pour faciliter l’entrée des virus hMPV reste 
cependant controversé, considérant un impact variable du pH selon les souches virales 
(216).  
 
3.2 La transcription et la réplication du génome viral 
Après l’étape de fusion, le complexe vRNP génomique est libéré dans le cytoplasme 
de la cellule pour effectuer la seconde phase du cycle viral. À l’image des autres virus à ARN 
négatif non segmenté, la transcription des ARNm est menée de manière séquentielle, c’est-
à-dire que la polymérase virale se déplace sur le brin génomique (négatif) et enchaîne des 
étapes d’initiation, d’élongation et d’arrêt de la transcription des ARNm, selon une série de 
séquences régulatrices en cis, tout le long du génome (Figure 11) (253, 254). Le complexe 
RdRP, constitué de la polymérase L et de son cofacteur P (187, 255), accède à l’ARN viral 
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en réorganisant le complexe vRNP par son interaction avec les nucléoprotéines N, au niveau 
du site unique d’initiation appelé séquence Leader à l’extrémité 3’ du génome (Figure 3) 
(254). 
Chaque gène viral débute par une séquence Gene Start qui initie la transcription 
séquentielle d’ARNm. A la fin de chaque gène, la polymérase rencontre une séquence 
terminatrice, appelée Gene End, qui comporte une série de 4 à 7 uraciles servant de matrice 
pour la synthèse de la queue polyadénylée des ARNm. Lorsque le complexe RdRP 
rencontre le signal Gene End, l’ARNm synthétisé est alors libéré et la polymérase continue 
sa progression le long du génome pour initier la transcription de l’ORF suivante à partir de sa 
séquence Gene Start associée.  
Entre les gènes se trouvent des séquences inter-géniques non codantes, 
généralement très courtes, ce qui évite à la polymérase de se dissocier de la matrice d’ARN 
génomique entre chaque ORF (256). Toutefois, il arrive que la polymérase se détache et que 
la transcription soit stoppée. Les motifs Gene Start et Gene End différents entre les gènes, 
contribuent également au décrochage de la polymérase. En conséquence, il s’établit un 
gradient décroissant d’expression des ARNm viraux selon l’ordre des gènes de l’extrémité 3’ 
à l’extrémité 5’ du génome ; les gènes proximaux étant transcrits en plus grande quantité 
(Figure 11) (254). 
Par ailleurs, il est proposé que la RdRP possède la capacité de reculer sur le génome 
(256) et/ou de coupler les processus de transcription et de traduction (257), permettant ainsi 
la transcription des ORFs chevauchants, tels que M2-1 et M2-2 pour le hMPV ou M2 et L 
pour le hRSV. 
Une autre particularité de la transcription des virus à ARN négatif non segmenté 
consiste en la synthèse d’ARNm polycistroniques, résultant d’une mauvaise reconnaissance 
des séquences Gene End. Il est ainsi suggéré que ces ARNm polycistroniques participent 
d’une part à l’optimisation de la transcription des gènes distaux et d’autre part, à la régulation 
de la transcription des ARNm proximaux (253). Concernant le hMPV, il a été décrit que des 
ARNm polycistroniques des gènes M2/SH étaient produits en grande quantité, et de surcroit 
majoritaires par rapport aux ARNm monocistronique de M2 (242, 258). 
Après synthèse, les ARNm sont méthylés en 5’ dans le cytoplasme pour constituer la 
coiffe de l’ARNm, sous la direction du signal Gene Start (259). La méthylation est aussi 
réalisée par la protéine L, grâce à la région CR VI, région conservée parmi les polymérases 
des virus à ARN simple brin négatif (260-262). Ce domaine a la particularité d’effectuer des 
méthylations guanine N-7 (G-N-7) et ribose 2′-O (190, 263). Ces deux types de méthylations  
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Figure 11 – Schéma des étapes de transcription et réplication du génome viral du hMPV. La 
polymérase virale synthétise séquentiellement les ARNm à partir de la séquence Leader (Le) en 3’ du 
génome, suivant les séquences régulatrices Gene Start et Gene End (cassettes noires aux extrémités 
des gènes) rencontrées. Dans un deuxième temps, après accumulation des protéines virales du 
hMPV, elle synthétise le brin d’ARNm positif, toujours à partir du motif Le, servant de matrice à la 
nouvelle synthèse de brin génomique viral (négatif), cette fois effectuée à partir de la séquence Trailer 
(Tr) située en 3’ de ce brin matrice. 
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différentes auraient un rôle dans l’efficacité de la traduction des ARNm viraux et dans 
l’évasion virale à la réponse interféron, respectivement (264, 265).  
 
Les ARNm viraux sont ensuite traduits en protéines par la machinerie cellulaire hôte. 
Au fur et à mesure que sont synthétisées et que s’accumulent les protéines virales, la 
réplication du génome viral est initiée via la synthèse d’un brin intermédiaire matrice d’ARN 
positif (antigénome viral) à partir de la séquence Leader (Figure 11) (254). Il a été proposé 
que l’expression du facteur M2-2 et/ou l’accumulation de nucléoprotéines N constituent des 
signaux de transition entre les phases de transcription des ARNm et de réplication du 
génome viral (258, 266). La régulation moléculaire fine de ce mécanisme reste cependant à 
déterminer. 
La polymérase reconnaît la région Trailer sur l’antigénome viral comme promoteur de 
réplication puis enclenche la synthèse de novo de génomes viraux de polarité négative. Les 
génomes viraux néosynthétisés s’associent aux protéines N (253) pour s’organiser en 
capside de ribonucléoprotéines. L’encapsidation se fait aussi à partir des séquences Leader 
et Trailer (267). Outre le fait que cette encapsidation protège les ARN viraux de la 
dégradation, elle sert également à guider les différentes étapes de transcription et de 
réplication, via l’interaction de N avec les protéines P, et participe aussi à l’évitement de la 
réponse cellulaire initiée par la détection des ARN viraux par RIG-I ou MDA5 (268). 
Récemment, il a été montré que les évènements de transcription et réplication du 
génome viral se déroulaient au sein de corps d’inclusion cytoplasmiques (« virus factory »), 
structures présentes uniquement dans les cellules infectées et formées d’ARN viraux 
génomiques et d’ARN matrice associés à de grandes quantités de protéines P et N (269, 
270). Ces structures ont aussi été décrites pour d’autres virus tels que les hRSV ou encore 
les Rhabdovirus ou les Filovirus (271-273). 
 
3.3 La traduction des protéines virales 
Les protéines du complexe de polymérase virale (L, P, M2-1 et M2-2) ainsi que la 
nucléoprotéine N et la protéine de matrice M sont exprimées dans le cytoplasme, 
possiblement au sein des mêmes corps d’inclusion où sont formés les ARN messagers 
viraux, et au sein desquels elles pourront ensuite s’assembler pour former de nouveaux 
complexes ribonucléoprotéiques en s’associant à une molécule d’ARN négatif de génome 
viral. 
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Les glycoprotéines de surface SH, G et F sont synthétisées dans le réticulum 
endoplasmique et trafiquent ensuite par l’appareil de Golgi afin de subir glycosylations et 
autres modifications post-traductionnelles, pour suivre ensuite la voie d’export vers la 
membrane plasmique. Il a été suggéré que ces glycoprotéines de surface se regroupent au 
niveau de radeaux lipidiques au sein de la membrane cellulaire pour faciliter le 
bourgeonnement des virions (274).  
 
3.4 L’assemblage et le bourgeonnement 
Les mécanismes d’assemblage du complexe vRNP ainsi que des protéines de 
matrice à la membrane lipidique, enrichie en glycoprotéines virales, n’ont pas encore été 
décrits en détail (274).  
L’initiation de la dernière étape de l’infection serait déclenchée par l’accumulation 
cellulaire de protéines M et des glycoprotéines de surface F, SH et G au niveau des radeaux 
lipidiques membranaires (275), comme cela a également été suggéré pour le hRSV (276). 
Les interactions entre les oligomères de M, les extrémités cytoplasmiques des 
glycoprotéines virales et le complexe vRNP guideraient ainsi la déformation de la membrane 
cellulaire, le bourgeonnement puis le relargage de la particule virale (274). La déformation de 
la membrane cellulaire pourrait notamment être dirigée par la formation des structures 
filamenteuse de protéine M (195). Parallèlement, dans un contexte de production de VLPs 
par expression protéique transitoire, il a été démontré que les protéines G sont co-localisées 
avec les protéines F dans les projections membranaires filamenteuses de protéine de 
matrice M, ce qui faciliterait la formation de VLPs (197). Pour le hRSV, une autre étude a 
aussi montré que les domaines C-terminaux des protéines P, F et M contribuent au 
bourgeonnement de filopodes pour le relargage efficace de VLPs (277). Il a également été 
proposé que ces filopodes et la propagation du hRSV sur cellules A549 font intervenir le 
facteur cellulaire ARP2 et le cytosquelette d’actine (278, 279). Concernant le hMPV, de 
récentes publications décrivent la présence de corps d’inclusion et de projections cellulaires 
dont la formation serait aussi en lien avec le cytosquelette d’actine, suggérant ainsi 
l’importance du cytosquelette cellulaire non seulement dans l’assemblage des particules 
virales des Pneumovirus, mais également dans la transmission de proche en proche de 
matériel génétique viral entre cellules (270, 275, 280). 
A noter que les propriétés de la protéine de matrice M à lier un ion calcium et celle de 
la protéine transmembranaire SH à se structurer comme un canal ionique n’ont pas été 
associées à une fonction particulière, que ce soit dans les mécanismes d’assemblage, de 
bourgeonnement et/ou de relargage viral. 
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3.5 La formation de syncytia 
En parallèle du bourgeonnement des particules virales, la propagation du virus hMPV 
et la progression de l’infection serait également possible via la formation viro-induite de 
syncytia cellulaires, médiés par l’expression de la protéine F en surface des cellules 
infectées, et induisant ainsi la fusion membranaire avec les cellules adjacentes. Ce type de 
propagation virale est responsable des différences de phénotypes in vitro observées (Figure 
9) et pourrait également participer à des mécanismes d’évasion du système immunitaire 
(281).  
Cependant, il n’a jamais été encore décrit de formation in vivo de syncytia au niveau 
des cellules épithéliales pulmonaires infectées par le hMPV. Dans une précédente étude 
s’intéressant à ce phénomène, l’équipe du Dr Boivin n’a pas pu établir de corrélation 
significative entre l’acquisition de propriétés hyperfusogéniques de virus hMPV recombinants 
et une pathogénicité accrue in vivo (2). Aucun rapport épidémiologique concernant la 
proportion des virus hMPV hyperfusogéniques parmi les souches virales circulantes n’a 
également démontré un avantage de propagation virale. Les déterminants de fusogénicité de 
la protéine F restent cependant à déterminer afin de permettre une analyse rétrospective 
réelle. La question reste donc entière quant à l’impact de la fusogénicité in vivo, alors que la 
formation de syncytia par certaines souches hMPV est significative in vitro.  
 
4. Modèles d’études de la pathogénèse des virus hMPV 
 
Plusieurs modèles in vitro et in vivo ont été développés et exploités pour étudier la 
pathogénèse du virus hMPV (répertoriés dans le Tableau 2). Chacun de ces modèles est 
informatif, mais comporte des biais et des limitations, qui sont discutés ci-après.  
Tableau 2 – Les modèles d’étude de l’infection hMPV 
in vitro 
in vivo 
Lignées cellulaires permissives Lignées cellulaires peu permissives 
Cellules épithéliales de reins  
de singes  
LLC-MK2, Vero 
Cellules humaines issues de 
carcinomes 
HEp-2, A549 
Rongeurs 
souris, rats des cotonniers 
et hamsters 
Cellules épithéliales humaines 
normales  
BEAS-2B, SAEC, NHBE 
Primates non-humains 
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4.1 Les modèles cellulaires in vitro 
Comme indiqué précédemment, la caractérisation tardive des virus hMPV est en 
partie due au fait que leur réplication est limitée en condition classique de culture cellulaire. 
En effet, peu de lignées cellulaires sont permissives aux virus hMPV et leur cytopathogénèse 
est très variable. La lignée LLC-MK2 (issue de rein de singe rhésus) est considérée comme 
la lignée la plus permissive à l’infection, mais elle est relativement peu utilisée en routine 
dans les laboratoires de diagnostic, qui préfèrent les cellules primaires de reins de singes 
(RhMK), les cellules fibroblastiques humaines (MRC-5) ou encore les cellules dérivées de 
carcinomes humains A549 ou Hep-2 (cellules humaines dérivées de carcinomes laryngés et 
utilisées pour la production du hRSV) (17, 18, 282). La lignée cellulaire Vero (cellules de rein 
du singe vert) est également permissive au hMPV, mais dans une moindre mesure (283). La 
variabilité de permissivité des cellules à l’infection n’est pas entièrement expliquée, mais elle 
pourrait dépendre de la différence d’équipement en récepteurs membranaires entre les 
lignées cellulaires épithéliales de reins de singe et de poumons humains. Par exemple, pour 
les virus aMPV B, il a été montré que la sur-expression transitoire d’intégrine à la surface de 
cellules non-permissives rétablissait l’infection aMPV via la liaison de la protéine F (284). De 
plus, une étude sur hRSV a aussi démontré une différence de permissivité dépendante non 
seulement des lignées cellulaires (BEAS ou cellules d’ovaires de hamster CHO sauvages ou 
déficientes en héparane sulfate), mais également des propriétés intrinsèques des souches 
virales, notamment de leur protéine d’attachement G lors des premières étapes du cycle viral 
(285). 
En culture sur lignée LLC-MK2, les effets cytopathiques du hMPV n’apparaissent 
généralement qu’après 17 jours d’infection, lorsqu’il s’agit d’une première culture à partir 
d’aspiration clinique naso-pharyngée, obligeant ainsi plusieurs passages cellulaires en 
aveugle. Après 5 à 10 passages cellulaires, la durée du cycle viral est progressivement 
diminuée et les ECPs sont plus facilement observables, possiblement du fait de l’apparition 
de mutations d’adaptation. Dans ce contexte, il est donc plus rapide de détecter les virus 
hMPV par des tests de RT-PCR que par isolation virale en culture cellulaire, d’autant que les 
techniques biomoléculaires permettent le sous-typage viral, par l’amplification d’une portion 
du gène de N ou de F (19). 
 
Malgré leur faible permissivité, différentes lignées cellulaires pulmonaires, telles que 
les cellules épithéliales humaines normales SAEC, NHBE, BEAS-2B ou A549 (des cellules 
issues de carcinomes pulmonaires) peuvent aussi être utilisées pour étudier la réponse 
cellulaire à l’infection hMPV dans des conditions plus physiologiques. Toutefois, ces lignées 
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produisent significativement moins de virus que les cellules LLC-MK2 ou Vero, d’où la 
difficulté de mener des études avec ces systèmes (286).  
 
4.2 Les modèles animaux de l’infection HMPV 
Plusieurs modèles de petits mammifères (souris, rats des cotonniers, hamsters) et de 
primates non humains (macaques crabiers/cynomolgus, macaques rhésus, singes africains 
verts ou chimpanzés) constituent des modèles expérimentaux d’infection pour le hMPV (287, 
288).  
Depuis la découverte du virus hMPV, l’équipe du Dr. Boivin s’est notamment 
impliquée dans la caractérisation de modèles animaux expérimentaux permettant l’étude de 
la pathogénèse associée à l’infection in vivo par le hMPV, afin d’avoir des outils adaptés à 
l’évaluation de traitements thérapeutiques et/ou prophylactiques (52, 289, 290).  
Un modèle expérimental idéal pour le virus hMPV devrait permettre une réplication 
efficace du virus, l’observation de modifications histopathologiques au niveau de l’arbre 
respiratoire, ainsi que le suivi du développement de l’infection par l’évolution de signes 
cliniques associés à la maladie. Chacun des modèles précédemment cités a démontré des 
caractéristiques permettant l’étude de l’infection hMPV in vivo, cependant toutes les 
conditions ne sont pas toujours réunies. En effet, leurs permissivités au virus sont encore 
une fois variables et seuls les modèles murins, macaques cynomolgus et chimpanzés, ce 
dernier étant le modèle mimant le plus fidèlement l’infection humaine, permettent 
l’observation de symptômes clairs de la pathologie associée au virus hMPV (287, 291). 
 
4.2.1 Les rongeurs  
4.2.1.1 Le modèle murin  
Les résultats de plusieurs études démontrent que la souris, en particulier le type 
BALB/c (plus permissif que les souris C57BL/6), s’avère être un bon modèle d’infection par 
le hMPV puisqu’il a été rapporté : (i) une importante réplication du virus dans les voies 
respiratoires des souris ; (ii) une inflammation pulmonaire prononcée et la détection d’un 
panel de cytokines et chimiokines représentatif de l’infection ; (iii) une perte de poids, ainsi 
que des signes cliniques visibles, tels que la dyspnée et le poil hérissé, associés à la 
sévérité de la pathologie (289, 290).  
Les souris BALB/c infectées par le hMPV démontrent des signes précoces 
pathologiques dès les 2 premiers jours de l’infection, avec une obstruction des voies 
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respiratoires et une légère perte de poids (292). Ensuite, le pic de réplication virale intervient 
entre 3 et 5 jours, dépendamment des souches et de l’inoculum utilisés, et il est associé à 
une perte de poids importante. L’obstruction des voies respiratoires et l’hyperréactivité 
bronchique, ou broncho-spasmes, sont mesurées chez la souris par pléthysmographie et 
peuvent perdurer jusqu’à plus de 70 jours après l’infection (293). De plus, il est suggéré que 
le virus hMPV a une persistance longue dans les poumons des souris infectées ; le virus 
pouvant être détecté en PCR sur une durée supérieure à 5 mois (289, 293, 294). La 
séroconversion des souris infectées est observée à partir de 5 jours post-infection, avec la 
détection d’immunoglobulines G (IgG1 et IgG2) hMPV-spécifiques (292).  
La souris présente une similitude importante avec l’Homme, notamment concernant 
la réponse cytokinique à l’infection. Pour ces raisons, le modèle expérimental murin est 
particulièrement adapté à la caractérisation de l’immunopathogénèse de l’infection hMPV. 
Ainsi, il a été décrit que le hMPV induit, entre-autre, la production de cytokines IL-1β, IL-6, IL-
12 et GM-CSF (le profil d’expression sera plus amplement décrit en paragraphe 4.3.2.1). De 
plus, le virus induit aussi dans ce modèle une inflammation pulmonaire interstitielle, 
péribronchiale et alvéolaire, associée à une infiltration de neutrophiles et de lymphocytes 
(292). Cette forte inflammation interstitielle est concordante avec la description de la 
pneumonie hMPV-induite chez l’Homme.  
Le modèle expérimental murin est aussi intéressant pour étudier l’impact des co-
infections virus-bactéries. Par exemple, grâce à ce modèle, il a été décrit que l’infection 
hMPV semble prédisposer aux infections sévères à S. pneumoniae (152, 295). Finalement, 
par sa facilité de manipulation ainsi que la possibilité d’expérimenter sur des lignées de 
souris consanguines, transgéniques ou knock-out pour l’expression d’un gène, impliqué dans 
la réponse immune par exemple, le modèle murin apparait comme le modèle expérimental le 
plus adapté pour l’investigation initiale de la pathogénèse des virus hMPV.  
 
4.2.1.2 Le modèle de rat des cotonniers et de hamster : 
Le rat des cotonniers, ou cotton rat, est l’un des modèles principaux de rongeurs 
utilisés pour l’étude du hRSV (296, 297). Dans le cas de l’infection hMPV, ce modèle a aussi 
été démontré très permissif au virus, de même que le modèle de hamster. Les principaux 
avantages de l’utilisation de ces rongeurs sont la détection de titres viraux élevés, à la fois 
dans le tractus pulmonaire haut et bas (291), ainsi que la production importante d’anticorps 
neutralisants, ce qui en fait des modèles principalement utiles dans le test de candidats 
vaccinaux. De manière similaire au modèle murin, des changements histopathologiques 
importants lors de l’infection hMPV ont été caractérisé pour ces modèles, ainsi que la 
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production de cytokines viro-induites, telles RANTES, MIP1-α, MCP-1, IFN-γ, IL-8 et IL-4, en 
association avec une inflammation chez les rats des cotonniers infectés par hMPV (290, 
297). Cependant, ce sont des modèles animaux qui ne développent pas de signe clinique 
évident de l’infection, tels que la perte de poids ou les atteintes respiratoires.  
 
4.2.2 Les primates non humains 
Relativement peu d’études ont été publiées sur des primates non humains avec le 
hMPV. Du fait de leur proximité génétique avec les humains, ils constituent cependant des 
modèles animaux de choix pour étudier la pathogénèse virale et la mise en place de la 
réponse immune, notamment dans le cas de la vaccination. Actuellement, ces modèles sont 
principalement utilisés lors d’évaluations pré-cliniques de candidats vaccinaux vivants 
atténués ou sous-unitaires. 
Le virus hMPV se réplique dans l’arbre respiratoire des macaques cynomolgus avec 
un pic maximal atteint au jour 4, et induit une pathologie de type rhinite (52). Par ailleurs, le 
singe vert africain (African Green Monkeys, AGM) infecté par le hMPV déclenche une 
réponse immunitaire humorale forte avec des titres élevés en anticorps neutralisants, ce qui 
en fait un modèle de choix pour l’analyse de l’efficacité des candidats vaccins (288, 298, 
299). Bien que le virus hMPV se réplique aussi dans les poumons des macaques rhésus, 
ces derniers ne développent qu’une réponse humorale faible (288). Enfin, les chimpanzés 
infectés par le hMPV déclenchent une réponse immunitaire forte et présentent différents 
symptômes cliniques tels que des rhinorrhées, la production de mucus et/ou la perte 
d’appétit. De plus, le chimpanzé est le seul à présenter une séroprévalence importante pour 
le hMPV (ainsi que le hRSV), dans la nature (300) tout comme en captivité, avec une 
séropositivité de plus de 60% dans ce dernier cas (40), ce qui limite l’apparition des signes 
cliniques de la maladie. Ces résultats démontrent donc une susceptibilité naturelle des 
chimpanzés à l’infection hMPV et une transmission virale avec le réservoir humain (40, 300). 
La séropositivité au hMPV, antérieure aux expérimentations, ainsi que les considérations 
éthiques, sont des contraintes importantes à prendre en considération pour l’utilisation de ce 
modèle animal dans les tests de candidats vaccinaux. 
 
4.3 La réponse immune associée à l’infection par hMPV 
Comme pour les autres virus respiratoires humains, les cibles primaires des virus 
hMPV sont les cellules épithéliales de l’arbre respiratoire humain inférieur et supérieur (52, 
117). Les études en modèles animaux ont permis de décrire un tropisme viral prépondérant 
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pour les cellules épithéliales ciliées des bronches, bronchioles et alvéoles pulmonaires (52). 
Ces cellules sont sensibles à l’infection et permissives à la réplication des virus hMPV (52, 
174). De plus, il a également été montré que certaines populations de cellules myéloïdes, 
comme les macrophages alvéolaires ou les cellules dendritiques résidentes des poumons, 
sont aussi infectées par le hMPV. Si leur infection ne permet pas une réplication virale 
efficace, elles pourraient néanmoins participer à la mise en place des réponses immune et 
inflammatoire (301) et/ou constituer un moyen de détournement de cette réponse par hMPV.  
Plusieurs études in vitro et in vivo, en particulier en modèle murin, constituent le socle 
de connaissances sur les réponses cellulaires et immunes à l’infection hMPV, même si 
celles-ci restent encore à davantage caractériser (302). La plupart des mécanismes de 
défense cellulaire qui ont été identifiés sont représentés en Figure 12. Dans cette figure, 
sont également décrites les protéines virales qui seraient impliquées dans l’immuno-
modulation de la réponse cellulaire et l’évasion virale du hMPV. 
 
4.3.1 La réponse cellulaire 
Suite à la reconnaissance de motifs structuraux caractéristiques du pathogène 
(PAMPs), tels que le matériel génétique et les protéines virales, et l’engagement de leurs 
récepteurs cellulaires correspondants (PRRs), la réponse interféron (IFN) est mise en place 
comme première ligne de défense des cellules épithéliales contre les infections virales (303). 
Lorsqu’ils sont secrétés par des cellules infectées, les IFN de type I (IFN I α/β) induisent un 
environnement antiviral par l’expression d’une panoplie de gènes (gènes inductibles par 
l’IFN) qui visent à bloquer la réplication virale et mettre en place la réponse immunitaire. 
Dans le cas du hMPV, deux voies d’activation de la réponse interféron sont particulièrement 
impliquées : la voie initiée par l’implication des PRRs (i) de la famille RIG-I (RLR), qui sont 
des ARN hélicases, et (ii) de la famille des récepteurs Toll (TLR) (234, 237, 303, 304).  
L’ARN viral du hMPV est reconnu dans le cytosol des cellules épithéliales infectées 
par le récepteur RIG-I qui active en réponse la protéine de signalisation mitochondriale 
MAVS (Figure 12) (304). MAVS est ensuite capable d’activer le facteur de régulation IRF-3 
qui va induire la sécrétion d’IFN de type I ainsi que l’activation des facteurs de transcription 
IRF-7 et NF-κB pour l’amplification de la réponse interféron (notamment par la sécrétion 
d’IFN de type III) et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (305). Cette voie est très 
rapidement activée après l’infection des cellules épithéliales, mais aussi lors de l’infection de 
cellules dendritiques (DC). Dans le cas de l’infection des DC, ce n’est pas le récepteur RIG-I 
qui est impliqué mais le facteur MDA5 qui active la même voie de signalisation en aval 
(Figure 12) (305). Récemment, une étude a démontré que l’activation du senseur RIG-I par 
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le virus hMPV entraine aussi l'expression du récepteur cellulaire CEACAM1, via le facteur 
IRF-3 (306). L’expression du récepteur CEACAM1 pourrait ensuite participer à la restriction 
de la progression de l’infection, en bloquant la machinerie de traduction cellulaire de manière 
dépendante de la tyrosine phosphatase Shp-2 (ou PTPN11), protéine qui est aussi impliquée 
dans la réponse à l’infection par hRSV (306, 307). 
La deuxième voie d’activation de la réponse interféron fait intervenir les récepteurs 
TLR endosomaux, en particulier les TLR3 et TLR7, qui vont respectivement induire 
l’activation de IRF-3 via la protéine adaptatrice TRIF et celle de IRF-7 via la protéine 
adaptatrice MyD88 (Figure 12) (308, 309). Lors de l’infection des cellules dendritiques, la 
voie dépendante d’IRF-7 est plus facilement activée, car c’est un facteur constitutivement 
exprimé par ces cellules, à la différence des cellules épithéliales où il n’est exprimé qu’en 
réponse à l’activation d’IRF-3. Il a été également proposé qu’un autre membre de la famille 
des TLR puisse être un senseur potentiel du hMPV. En effet, il a été démontré que le 
récepteur membranaire TLR4 est aussi engagé suite à l’infection des DC et contribue ainsi à  
 
 
Figure 12 – La réponse cellulaire face à l’infection hMPV et l’action immuno-modulatrice de 
protéines virales. Inspiré de Cespedes et al., 2016 (310). 
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la sécrétion de chimiokines et d’IFN. Ce mécanisme a pour l’instant été peu décrit, mais il 
semblerait que la glycoprotéine virale G puisse inhiber cette voie de transduction cellulaire 
(234). 
 
Via l’activation de ces voies de transduction, la sécrétion des IFN α et β par les 
cellules de l’épithélium respiratoire ou par les cellules myéloïdes résidentes se fait 
rapidement dans les heures suivant l’infection in vivo en modèle murin (311-313). 
Cependant, il a été suggéré que la réponse interféron et l’environnement pro-inflammatoire 
pulmonaire viro-induit participent à la pathogénicité du virus hMPV in vivo. En effet, chez des 
souris knock-out, l’absence de récepteurs IFNAR, répondant à la sécrétion de l’IFN α, induit 
une pathologie et une atteinte pulmonaire moins sévères que chez des souris sauvages 
(314). D’autres récepteurs et protéines médiatrices de signal de transduction sont aussi 
impliqués dans la réponse à l’infection hMPV. Ainsi, les protéines JAK/TYK, STAT1 et 
STAT3, faisant partie de la cascade de transduction initiée par IL-6, ont également été 
décrites comme sous-régulées dans les cellules épithéliales pulmonaires infectées par 
hMPV (315-317). Par exemple, il est démontré que l’infection hMPV bloque l’activation des 
protéines JAK2 et STAT3 en empêchant leurs phosphorylations (316). Même si les 
mécanismes sous-jacents ne sont pas encore caractérisés, ces données suggèrent que le 
virus hMPV a développé des mécanismes pour détourner la réponse cellulaire à son 
avantage, et permettre sa réplication et sa dissémination efficace dans les tissus infectés. 
Cela peut expliquer le défaut de clairance virale dans les poumons des souris plusieurs mois 
après l’infection, et aussi la tendance à une hyperréactivité bronchique, qui ont été décrites 
dans plusieurs publications (289, 293, 318, 319). 
Des propriétés immuno-modulatrices ont été prêtées à certaines protéines virales, 
telles que SH, G, M2-2 ou encore P, qui participeraient ainsi à ces mécanismes d’évasion 
(Figure 12). Ainsi, la protéine M2-2 peut interférer avec la détection du virus par son 
interaction avec MyD88 et MAVS (320). De même, la phosphoprotéine P a été associée à 
l’inhibition des voies de signalisation dépendante de RIG-I et MAVS, mais d’une manière 
souche dépendante (uniquement la P de hMPV B1) (235, 304). Enfin, les glycoprotéines SH 
et G ont aussi démontré un possible rôle immuno-modulateur au cours de l’infection, via des 
mécanismes encore mal élucidés, mais qui pourraient aussi interférer avec la voie de RIG-I 
et inhiber la production d’IFN β (236). Dans le cas de virus recombinants, la délétion de ces 
protéines SH et G induit une augmentation de l’activation des IRFs et de l’activité 
transcriptionnelle du facteur cellulaire NF-κB, qui résultent en la sécrétion accrue de 
cytokines pro-inflammatoires, telles que IL-6 ou IL-8 et en l’escalade de la réponse 
inflammatoire (236, 240, 244).  
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En conclusion, les données de la littérature semblent indiquer que (i) le virus hMPV 
active les voies dépendantes des TLRs et induit de ce fait la réponse inflammatoire, 
contribuant ainsi à sa pathogénèse, (ii) tout en détournant la voie des RLRs, pour moduler la 
réponse cellulaire antivirale, via l’action de plusieurs protéines virales. Néanmoins, ces 
observations restent très préliminaires et de plus amples investigations sont nécessaires, 
étant donné la variabilité et une non-reproductibilité des résultats en fonction des souches 
virales utilisées. 
 
4.3.2 Les réponses immunitaires innée et adaptative 
La réponse immunitaire se décompose en deux phases : (i) la réponse innée qui est 
la première ligne de défense à être sollicitée sur le site de l’infection puis (ii) la réponse 
adaptative qui est activée consécutivement en deuxième ligne de défense.  
 
4.3.2.1 Profil d’inflammation et de sécrétion de cytokines des infections hMPV  
L’expression des cytokines et chimiokines lors de l’infection dresse le profil des 
cellules immunitaires recrutées sur le site de l’infection et conditionne les réponses innée et 
acquise mises en place. D’une manière générale, il est considéré que les virus hMPV 
induisent moins la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires que les infections à hRSV ou à 
virus influenza (321). Chez l’homme, l’analyse de lavages broncho-alvéolaires d’enfants 
hospitalisés infectés par le hMPV montre l’expression d’IL-12, IL-6, IL-8, TNF-α et IL-1β, en 
quantités significativement plus faibles que dans le cas d’infection à hRSV (322, 323). De 
plus, il semble que la réponse à l’infection hMPV soit plutôt orientée vers une réponse de 
type Th2 (médiée par la production d’anticorps) chez les enfants infectés et plus 
particulièrement chez les enfants prématurés (323, 324). Une telle orientation de la réponse 
immunitaire se mesure principalement par le ratio d’IFN-γ (cytokine représentative de la 
réponse Th1 ou immunité cellulaire) versus d’IL-4 ou d’IL-10 (cytokines représentatives de la 
réponse Th2). Des infections expérimentales effectuées chez des Hommes adultes ont 
également montré une sécrétion séquentielle des cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13 et 
GM-CSF (précédant le pic de réplication), puis IL-10 et IFN-γ (au pic de réplication virale) 
(53). 
En modèle expérimental, des souris BALB/c infectées par hMPV produisent des 
cytokines pro-inflammatoires de type IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, G-CSF ou TSLP, des 
cytokines régulatrices telles que IL-4, IL-10, IL-12p70, IL-17 et des chimiokines de type CCL-
5/RANTES, CCL3/MIP1α, avec des taux plus faibles que ceux mesurés lors d’infections par 
le virus hRSV (290, 292, 321, 325). La sécrétion de ces cytokines permet ainsi le 
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recrutement et l’activation de cellules de l’immunité, dont les lymphocytes T, macrophages et 
neutrophiles, sur le site de l’infection. En revanche, les IFN-α, IFN-γ, GM-CSF, IL-18, 
CXCL1/KC sont davantage exprimés au cours de l’infection par les virus hMPV en 
comparaison de celle par hRSV et la cytokine IL-12p40, bien que faiblement exprimée, est 
également détectée sur une plus longue durée (321). Alternativement, une autre étude a 
montré que le virus hMPV induit de plus hauts niveaux d’expression de TNF-α, IL-6 et CCL-
2/MCP-1 par rapport au virus hRSV (326). Ces discordances de résultats in vivo soulignent 
la nécessité de caractériser davantage les réponses immunitaires à l’infection par hMPV et 
suggèrent en particulier de prendre en compte la nature de la souche virale étudiée (souche 
de laboratoire A2/CAN97-83 pour l’étude de Guerrero-Plata et al. versus un isolat clinique 
A2a/D03-574 dans le cas de Huck et al.). Par ailleurs, l’infection hMPV semble aussi induire 
une réponse IFN-β et IFN-λ2/3, plus importante que l’infection par hRSV en modèle murin 
(238), à la différence de la réponse IFN-γ (326). Dans ce modèle, il a également été montré 
que l’infection hMPV induit d’abord une réponse immunitaire plutôt orientée Th1 qui, suite à 
la sécrétion d’importantes quantités d’IL-10, évolue vers une réponse Th2, qui semble 
inadaptée à la réponse antivirale et favoriserait de ce fait la persistance du hMPV dans les 
poumons des animaux infectés (294).  
Dans ce contexte, la caractérisation du profil de sécrétion des cytokines et 
chimiokines induit par l’infection hMPV est primordiale pour une meilleure compréhension du 
fonctionnement des réponses innée et adaptative contre le virus hMPV et l’identification de 
ses déterminants ; celle-ci nécessite par conséquent, d’être davantage étudiée et de manière 
plus exhaustive, notamment au regard des différentes souches virales.  
 
4.3.2.2 La réponse innée 
La réponse innée est activée par la reconnaissance des PAMPs du hMPV, telle que 
décrit précédemment. Les cellules épithéliales pulmonaires, constituant la première barrière 
de réponse au virus, mais aussi les cellules phagocytaires résidentes du poumon (cellules 
dendritiques, macrophages alvéolaires, neutrophiles ou cellules natural killer NK), sont les 
principales populations cellulaires participant à la réponse innée, via la sécrétion de 
cytokines inflammatoires et donc le recrutement des autres cellules immunitaires sur le site 
de l’infection.  
Le rôle des cellules présentatrices d’antigènes, en particulier les cellules dendritiques 
(DC), est primordial pour l’initiation et le développement ultérieur de la réponse immunitaire 
adaptative. Après la détection du virus, les DC vont sécréter des cytokines pro-
inflammatoires, des chimiokines ainsi que des molécules co-stimulatrices, nécessaires pour 
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leurs maturations. Les DC matures vont ensuite présenter efficacement les antigènes viraux 
à leur surface et pouvoir ainsi induire l’activation des lymphocytes T de l’immunité adaptative 
(327). En effet, l’activation des DC par l’infection hMPV in vivo induit principalement la 
sécrétion de cytokines IL-6, IFN α/β et TNF-α (328). La population des DC recrutées décroit 
après la troisième semaine d’infection, jusqu’à retrouver son niveau basal dans les 8 
semaines. Par ailleurs, les DC sont des cellules susceptibles à l’infection in vitro (311) et in 
vivo (328, 329) par le hMPV. Or, il a été montré que l’infection réduisait la capacité des DC à 
activer les lymphocytes T, altérant de fait la réponse cellulaire à l’infection ainsi que la 
réponse mémoire (311, 312, 329). En revanche, il a également été démontré que la protéine 
M du hMPV favorise la maturation des DC naïves (196) et que la protéine M2-2 induit la 
sécrétion d’IFN α par les DC plasmacytoïdes (330). 
 
Concernant les macrophages alvéolaires, cellules résidentes pulmonaires et source 
importante de cytokines immuno-modulatrices (331), il a été rapporté que leur présence 
augmente la réplication virale dans les poumons des souris infectées par le hMPV. En effet, 
la déplétion de cette population de macrophages semble diminuer les titres viraux 
pulmonaires, ainsi que la perte de poids et l’inflammation des souris infectées. Cet effet est 
notamment associé notamment à une diminution de la sécrétion des IFN-I, TNF-α, IL-1α, IL-
1β, IL-6, GM-CSF, G-CSF ou encore CCL4 (301). En revanche, d’autres cytokines, telles 
que CCL3, CCL5 et IL-12p40, sont exprimées en plus grandes quantités et le recrutement 
des lymphocytes T CD4 semble être altéré dans ces conditions de déplétions. Les 
macrophages alvéolaires pourraient aussi être impliqués dans le phénomène 
d’hyperréactivité bronchique hMPV-induite via la sécrétion de taux élevés d’IFN γ (319). Ces 
mécanismes d’interaction entre le virus hMPV et les macrophages alvéolaires ne sont pas 
encore complètement compris et nécessitent d’être approfondis. Notamment à la lumière de 
résultats contraires obtenus avec le virus hRSV, dont la réplication virale et les symptômes 
cliniques associés sont amplifiés dans des conditions de déplétion des macrophages (301). 
 
La population de cellules NK (Natural Killer) est aussi particulièrement présente dans 
les poumons infectés par le hMPV. Différentes études contradictoires ont démontré soit peu 
d’effet des NK sur la réplication virale en souris C57BL/6 (332) soit, au contraire, un rôle 
protecteur des NK contre l’infection hMPV en souris BALB/c (294, 333). Dans ces dernières 
études, il a été démontré que les cellules pulmonaires infectées par le hMPV exprimaient un 
ligand, pour l’instant non identifié, pour un récepteur exprimé par les cellules NK (récepteur 
NKp46 chez l’Homme et NCR1 chez la souris), qui favoriserait leur recrutement sur le site de 
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l’infection (333). Ce fort recrutement de cellules NK activées (présentant des marqueurs 
caractéristiques NKG2D, CD43, CD27, KLRG1 et CD69) a également été observé dans les 
poumons des souris sauvages infectées alors que des souris déficientes en récepteur NCR1 
étaient plus gravement atteintes par l’infection hMPV (333), confirmant ainsi le rôle 
protecteur des cellules NK dans la pathogénèse hMPV. De même, la déplétion des cellules 
NK en souris BALB/c résulte également en l’augmentation des titres viraux pulmonaires, 
jusqu’à 60 jours après l’infection (294), suggérant que les cellules NK participent aux 
mécanismes de clairance virale.  
 
Enfin, les neutrophiles constituent aussi une population cellulaire importante pour 
lutter contre l’infection hMPV. Par exemple, il a été démontré qu’elle était la population 
prédominante recrutée sur le site de l’infection (290, 334). Récemment, une étude a montré 
que le recrutement très précoce des neutrophiles semble être dépendant de la réplication 
virale et en particulier, de la production de novo de protéine G (335). De plus, la déplétion 
des neutrophiles en modèle murin entraine le développement d’une pathologie hMPV plus 
sévère et associée à un niveau élevé de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, ainsi 
qu’à des dommages histologiques pulmonaires plus importants (336). En effet, cette 
absence de neutrophiles entrainerait l’accumulation d’une population de lymphocytes T γδ 
dans les poumons et la mise en place d’une inflammation accrue, sans toutefois affecter la 
réplication virale, ni même la clairance virale pulmonaire (336).  
 
4.3.2.3 La réponse adaptative 
L’activation de la réponse innée a pour conséquence la mise en place de la réponse 
adaptative qui consiste essentiellement en l’action synergique des lymphocytes T CD8 
cytotoxiques (CTL) et des lymphocytes T CD4 helper (CD4 Th), producteurs importants de 
cytokines, qui vise à amplifier la réponse des macrophages d’une part et à permettre, d’autre 
part, l'activation des lymphocytes B et la production des immunoglobulines protectrices. Suite 
à la présentation des antigènes viraux, par les DC principalement, ainsi que la sécrétion 
d’IFN-α, les cellules CTL s’accumulent dans les poumons, à partir de 7 jours après l’infection 
(314).  
Lors d’une infection primaire hMPV, il a été montré que la déplétion des cellules CD4 
Th ou CTL induisait une diminution de l’inflammation et de la perte de poids des souris 
infectées, tout en réduisant la clairance du virus (334). De plus, lors d’une ré-infection par le 
hMPV, l’absence des cellules CTL, seules ou avec les CD4 Th, diminue l’hyperréactivité 
bronchique, alors que la déplétion des CD4 seules altère de manière importante la réponse 
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humorale (334). Cependant, ces souris déplétées en CD4 sont tout de même compétentes 
et capables de réagir efficacement à une ré-infection par le hMPV, suggérant ainsi que la 
population des cellules CTL est suffisante à la mise en place de l’immunité acquise contre 
hMPV. Une autre étude a également souligné l’importance des CTL en rapportant que les 
virus hMPV, comme d’autres virus, entrainent une réponse CTL altérée. Celle-ci serait 
corrélée à l’expression du récepteur inhibiteur de l’apoptose PD-1 par les CTL ayant pour 
conséquence la diminution de leurs fonctions de dégranulation et de production de cytokines 
(337, 338). 
 
Concernant les lymphocytes B, il est décrit que cette population cellulaire est recrutée 
dans les poumons, à l’image des CTL, entre 5 et 14 jours après l’infection (294). Ainsi, les 
immunoglobulines (IgG) hMPV-spécifiques ne sont détectables que tardivement, à partir de 
14 jours post-infection (294). Par ailleurs, il a été montré que l’injection de ces anticorps 
neutralisants à des individus naïfs est efficace pour limiter l’infection. En revanche, en 
modèle murin, l’administration d’anticorps neutralisant ne diminue pas la persistance virale 
pulmonaire, démontrant ainsi une protection insuffisante (289). Bien que la protection contre 
l’infection hMPV soit communément associée et mesurée par la production d’anticorps 
neutralisants, il existe peu d’information concernant la mécanistique de cette réponse à 
l’infection par les lymphocytes B, soulignant la nécessité de documenter davantage ce sujet.  
 
Finalement, étant donné la complexité et la variété des mécanismes de la réponse 
antivirale, la littérature reste encore trop peu documentée pour comprendre pleinement la 
réponse immunitaire en réponse à l’infection, de même que les moyens d’évasion virale mis 
en place par le virus hMPV. Ces connaissances sont pourtant primordiales pour le 
développement futur de stratégies thérapeutiques et prophylactiques contre ces virus, sur la 
base d’une meilleure caractérisation des déterminants de la pathogénèse virale.   
 
4 Molécules prophylactiques et thérapeutiques 
 
Il n’existe aujourd’hui sur le marché aucun traitement prophylactique ou thérapeutique 
efficace et spécifique à l’infection par le hMPV. La ribavirine, non exempt d’effets 
indésirables, ou encore les immunoglobulines intraveineuses, très onéreuses, peuvent être 
utilisées ponctuellement pour le traitement de cas graves d’infections par hMPV, tout comme 
par hRSV (339). Cependant, la démarche clinique privilégiée usuellement consiste à traiter 
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surtout les symptômes de l’infection, en mettant les patients sous assistance respiratoire 
(administration d’oxygène ou ventilation mécanisée) et en leur administrant des 
bronchodilatateurs, corticostéroides et/ou antibiotiques pour traiter les surinfections 
bactériennes (68, 124, 127, 340-342).  
Il existe donc aujourd’hui un réel besoin en termes de développement de traitements 
spécifiques et efficaces, pouvant prévenir et/ou traiter les infections causées par les 
Pneumovirus humains de manière générale, et le hMPV en particulier. L’équipe du Dr Boivin 
travaille depuis plusieurs années dans ce domaine et elle a d’ailleurs obtenu plusieurs 
résultats significatifs in vitro et in vivo, notamment avec l’évaluation d’une molécule inhibitrice 
de fusion (343) ou d’ARN interférents ciblant les ARNm viraux (344).  
Dans ce chapitre seront ainsi répertoriés les différents traitements antiviraux contre 
hMPV ; (i) ceux déjà sur le marché, (ii) ceux en phase d’évaluation clinique ou (iii) encore en 
phase de développement pré-clinique. Les différentes stratégies antivirales proposées 
ciblent différentes étapes du cycle viral et, en particulier, celles de liaison et de fusion 
membranaire ou encore de réplication génomique (Figure 13) (343). 
 
Figure 13 – Cibles cellulaires des principales molécules antivirales développées contre le virus 
hMPV.  
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5.1 La ribavirine 
La ribavirine (ou 1-β-D-ribofuanosyl-1,2,4 triazol-3-carboxamide) est un analogue de 
la guanosine et son activité antivirale contre plusieurs virus à ARN a été décrite 
historiquement (345-351). Il a été montré que cette molécule avait une activité antivirale in 
vitro, d’efficacité similaire contre le hRSV et le hMPV, avec une concentration inhibitrice 
médiane équivalente (CI50 de 88 ± 55 μM pour le hRSV et de 74 ± 35 μM pour le hMPV en 
cellules LLC-MK2) (339). L’administration de la ribavirine en traitement oral ou par inhalation, 
est aussi efficace pour réduire la réplication virale, ainsi que l’inflammation associée à 
l’infection. Cet effet a été montré dans le modèle murin d’infection par hMPV avec une 
réduction significative de la charge virale pulmonaire des souris infectées et une diminution 
globale de l’inflammation pulmonaire, lorsque les souris étaient traitées à la ribavirine seule 
ou en combinaison avec des corticostéroides (352). 
Synthétisée en 1972 pour la première fois (353), la ribavirine inhibe de manière 
directe le mécanisme de coiffe en 5’ des ARNm viraux et la réplication du génome viral par le 
complexe RdRP via une compétition avec les nucléotides G cellulaires, et favoriserait ainsi 
l’apparition de mutations létales pour le virus (354). La ribavirine est aussi un puissant 
inhibiteur de l’enzyme IMP déhydrogénase qui est responsable de la formation des 
guanosines monophosphate, précurseurs indispensables à la synthèse des nucléotides 
guanosine triphosphate (GTP). La disponibilité en GTP est nécessaire à la réplication des 
virus en général, ce qui explique son activité contre de nombreux virus, mais également sa 
cytotoxicité importante. 
En conclusion, la ribavirine a un large spectre d’activité antivirale, cependant, ses 
propriétés intrinsèques en font une molécule à la toxicité significative pour les cellules 
traitées, avec un possible pouvoir tératogène démontré chez les rongeurs. D’un point de vue 
pratique, ces caractéristiques ont ainsi limité son utilisation en clinique à des cas graves 
d’infection chez les enfants prématurés, ou encore des patients transplantés, dont le 
pronostic vital était engagé (156, 355, 356).  
 
5.2 Les immunoglobulines et anticorps monoclonaux  
Les immunoglobulines intraveineuses (IVIG) sont une préparation 
d’immunoglobulines circulantes (principalement IgG avec peu d’IgA ou IgM) purifiées à partir 
d’un pool de plasmas humains, issus de plus de 1000 donneurs sains (357). Le rôle du 
traitement IVIG est de compenser l’absence ou le faible taux d’anticorps anti-hMPV chez les 
patients (357). La dose d’IVIG utilisée est très importante, autour de 0,5 g / kg (358) et 
constitue de ce fait un traitement très coûteux. Toutefois, les immunoglobulines ont montré 
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une bonne efficacité pour traiter les infections à hMPV in vitro (339) et in vivo, par injection 
intraveineuse en combinaison avec un traitement oral à la ribavirine, dans des cas 
d’infections sévères chez des patients greffés de cellules souches hématopoïétiques (356) 
ou des enfants immuno-déficients (153, 156, 359).  
De manière complémentaire, les anticorps monoclonaux ont aussi démontré un grand 
potentiel prophylactique contre les infections à Pneumovirus, notamment avec le palivizumab 
contre le hRSV. Le palivizumab (Synagis™, MedImmune) est un anticorps monoclonal 
humanisé qui reconnait un épitope conservé de la protéine F du hRSV (région II) et qui 
possède une puissante activité neutralisante et d'inhibition de fusion (339, 360). Utilisé en 
prévention chez les populations à haut risque de développer une infection grave à hRSV, 
tels que des nourrissons prématurés ou de jeunes enfants présentant des pathologies 
pulmonaires graves ou des cardiopathies congénitales, il a été démontré qu’il diminuait le 
taux d’hospitalisation et d’admission en unité de soins intensifs de plus de 55 % (et jusqu’à 
une réduction d’hospitalisation de 78% pour les nourrissons prématurés) (361). La FDA a 
autorisé sa mise sur le marché en 1998, cependant, son coût reste très élevé et ne permet 
pas son utilisation en routine, mais uniquement pour certains cas cliniques sélectionnés.  
Par contre, le palivizumab n’étant pas efficace contre le hMPV, plusieurs équipes se 
sont intéressées au développement d’anticorps monoclonaux reconnaissant spécifiquement 
la protéine F du hMPV (219, 362). Par exemple, l’anticorps neutralisant 54G10, ayant une 
très grande affinité pour cette protéine, a été décrit comme efficace in vitro et in vivo (en 
modèle murin) contre les 4 sous-groupes hMPV. De plus, de manière intéressante, il a aussi 
démontré une activité neutralisante contre le hRSV, puisque l’épitope ciblé correspond à un 
site antigénique partagé par la protéine F de hRSV (363). Ces résultats prometteurs, quant à 
la possibilité de mettre au point un anticorps monoclonal arborant une réactivité croisée 
envers différents sous-groupes de hMPV et le hRSV, ont conduit à de nombreuses études 
pour essayer d’identifier les épitopes responsables de cette réactivité croisée (364). 
Différents autres anticorps monoclonaux ont donc été décrits, tels que les anticorps 101F, 
MPE8 et 25P13, par exemple (365-369), qui demeurent pour l’instant en phase de 
développement. D’autant que vient s’ajouter à cela, la problématique de la conformation 
protéique de F la plus immunogénique. En effet, plusieurs études discutent de l’intérêt de 
l’immunisation avec des protéines F de hMPV (368) et de hRSV (370) sous leurs formes de 
pré-fusion et/ou de post-fusion, sans pour l’instant clairement statuer à ce sujet. 
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5.3 Les inhibiteurs de fusion  
Considérant l’importance de l’étape initiale de fusion membranaire pour le cycle 
infectieux, une des stratégies antivirales s’est focalisée sur le développement de composés 
peptidiques capables d’inhiber spécifiquement l’action des protéines virales de fusion. Cette 
stratégie d’inhibition repose sur de petits peptides analogues en séquence des régions 
heptad repeat (HR) des protéines virales de fusion, et dont l’action va limiter le repliement de 
ces protéines vers leur forme de post-fusion. L’utilisation de tels inhibiteurs dans l’espace 
extracellulaire peut, en outre, limiter leurs effets cytotoxiques éventuels et leurs impacts 
potentiels sur la biologie de la cellule. La première molécule antivirale de cette famille à avoir 
été commercialisée, est l’enfurvitide (ou Fuzeon), un peptide inhibant l’entrée du virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1) (371, 372). De tels peptides ont aussi été 
évalués pour de nombreux autres virus, comme les virus influenza ou les Paramyxovirus, et 
certains candidats ont montré une relativement bonne efficacité antivirale in vitro (373, 374).  
Pour les Pneumovirus, les inhibiteurs de fusion ont d’abord montré des résultats 
prometteurs contre l’infection par le hRSV (375). La même approche a été testée contre le 
hMPV ; l’équipe du Dr Boivin a notamment pu démontrer que des peptides de synthèse 
homologues aux domaines HRA ou HRB de la protéine F du hMPV, étaient capables 
d’inhiber efficacement la fusion membranaire virale dans des expérimentations non 
seulement in vitro (343, 376), mais également in vivo en modèle murin (par administration 
intra-nasale des peptides en pré-traitement de l’infection) (343). Dans ces études, les 
analogues peptidiques de HRA présentaient notamment une meilleure efficacité que les 
peptides ciblant le domaine HRB contre plusieurs sous-groupes viraux hMPV testés in vitro 
(343). De manière intéressante, le meilleur candidat testé (CI50 de 2,1 nM pour le peptide le 
plus efficace et jusqu’à 3.3 μM pour les autres candidats) induisait une diminution de la 
pathologie, en termes de mortalité et de symptômes cliniques, et l’absence de charge virale 
pulmonaire après 5 jours d’infection (au moment du pic de réplication virale), lorsque le 
candidat HRA était administré simultanément à l’infection hMPV (343). En revanche, le 
traitement 24 heures après l’infection n’a pas montré d’effet protecteur, soulignant ainsi la 
limite de cette stratégie pour une utilisation thérapeutique. En revanche, l’activité protectrice 
en prétraitement de ces peptides permet d’envisager leur utilisation en prévention chez les 
populations à risque de développer une infection grave, telles que les nourrissons ou des 
personnes vulnérables, qui seraient en contact avec une personne infectée. Toutefois, il faut 
noter que la formulation et la conservation de ces peptides de nature hydrophobe constituent 
une limite importante à leur développement clinique et industriel.  
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5.4 Les autres stratégies antivirales 
5.4.1 Les glycosaminoglycanes sulfates 
L’héparine et le lipide sialyl-sulfate NMSO3, ont aussi démontré de bonnes capacités 
à inhiber les infections par les virus hRSV et hMPV in vitro et in vivo (377, 378). Ces 
composés présentent surtout une efficacité en traitement préventif de par leur mode d’action 
qui prévient l’attachement et l’entrée des virus dans la cellule cible, par compétition avec 
leurs récepteurs cellulaires. Dans un modèle de souris infectées par le hMPV, ces composés 
permettent de réduire significativement la perte de poids, la réplication virale et 
l’inflammation pulmonaire, ainsi que la production de cytokines viro-induites (378, 379). 
 
5.4.2 Les petits ARN interférents (ARNi) 
L’interférence à l’ARN permet la modulation des mécanismes cellulaires chez les 
eucaryotes via l’expression de petits ARN non codants qui ciblent spécifiquement des ARNm 
et ainsi interfèrent avec leur traduction cellulaire (380). Plusieurs ARNi ont été évalués 
comme candidats antiviraux. Par exemple, l’utilisation d’un ARNi visant à prévenir 
l’expression de la protéine N du hRSV, a montré une bonne efficacité antivirale contre hRSV 
en modèle de souris BALB/c dans des conditions de traitement simultané à l’infection, 
associé notamment à une réduction des titres viraux mais sans pour autant induire une 
diminution de la réponse immunitaire (381). Ce candidat ALN-RSV01 (Alnylam 
Pharmaceuticals) administré par voie intra-nasale sous forme d’aérosol, semble être bien 
toléré chez l’adulte, ainsi que chez les patients transplantés pulmonaires. Ce traitement 
(actuellement en Phase IIb) semble efficace pour lutter contre le syndrome de la bronchiolite 
oblitérante causé par l’infection hRSV (382, 383). 
Concernant le hMPV, sa réplication peut également être inhibée efficacement in vitro 
par des ARNi spécifiques, ciblant les ARNm viraux N (CI50 du siRNA45 < 0.078 nM) ou P 
(CI50 du siRNA60 entre 0.090 et <0.078 nM) et identifiés à partir d’une librairie de plus de 
200 ARNi potentiels (344). Les expérimentations animales en modèle murin n’ont cependant 
pas été complétement concluantes avec ces candidats thérapeutiques qui n’ont pas permis 
de diminuer les symptômes cliniques ni de réduire significativement la charge virale 
pulmonaire (1/2 log) (344, 384). Cette stratégie très prometteuse reste ainsi encore en phase 
d’évaluation et d’optimisation (385-387). 
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5.4.3 Les agents anti-inflammatoires et immunomodulateurs 
Pour le hRSV, dont les effets pro-inflammatoires induits sont similaires à ceux du 
hMPV, il a été montré que l’inhibition de cytokines telles que MIP-1α, IL-4 ou RANTES en 
modèle murin, induisait une réduction de l’inflammation pulmonaire viro-induite (388). Aussi, 
l’utilisation de molécules anti-inflammatoires, comme par exemple le Resveratrol, peuvent 
aider à limiter l’évolution de la pathologie et contribuer à une guérison plus rapide (389).  
Dans le cas des infections hMPV, le virus induit un état inflammatoire persistant, qui 
participe à la pathologie infectieuse (293). Cependant, il n’y a pour l’instant aucune donnée 
précise sur l’intérêt d’utiliser des anti-inflammatoires pour traiter l’infection par hMPV. Dans 
ce contexte, l’équipe du Dr Boivin a montré que l’ajout de corticostérone, seul ou en 
combinaison avec de la ribavirine, n’a pas d’effet significatif pour limiter l’infection par le 
hMPV en modèle murin, bien que le traitement diminue l’inflammation alvéolaire et 
interstitielle (352). Par ailleurs, une étude a montré que l’administration d’IFN de type I n’était 
pas efficace pour lutter contre l’infection par le hMPV in vitro (390). En revanche, en modèle 
murin, il a été suggéré que le traitement par l’IFN-λ confère une protection contre l’infection 
hMPV, réduisant la sévérité de la pathologie et les titres viraux pulmonaires (238). 
Parallèlement, l’équipe du Dr Boivin a aussi récemment démontré l’effet antiviral 
d’une molécule antagoniste du récepteur PAR1 sur l’infection hMPV (327). En effet, le 
traitement de souris avec ces molécules pendant 3 à 5 jours suivant l’infection a montré une 
réduction de la perte de poids et de l’inflammation pulmonaire induites par l’infection hMPV 
(327). PAR1 est un récepteur cellulaire ubiquitaire qui est impliqué dans de multiples 
mécanismes dont l’inflammation (391, 392). Ainsi, les molécules ciblant ce récepteur PAR, et 
d’autres membres de la même famille, gagnent en importance par leur potentiel immuno-
modulateur, mais nécessitent de plus amples études pour être validés (393-396).  
 
En conclusion, la panoplie de molécules prophylactiques et/ou thérapeutiques 
disponibles pour lutter contre le hMPV est assez restreinte. Quelques-unes sont utilisables 
en clinique mais, du fait de leur coût important et/ou de leurs effets secondaires non 
négligeables, ces composés restent limités dans leur utilisation aux cas les plus graves et 
aux individus les plus à risque. D’autres traitements plus sécuritaires et efficaces sont 
actuellement en développement et démontrent des résultats encourageants, comme 
l’approche de ARNi, mais nécessitent encore de plus amples évaluations et optimisations. 
Toutefois, ces stratégies ne peuvent pas remplacer entièrement l’approche vaccinale qui 
reste indispensable pour la mise en place d’une réponse immunitaire protectrice et mémoire 
chez les populations les plus à risque de développer une pathologie sévère due au hMPV.  
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5 Stratégies vaccinales 
 
Les populations ciblées principalement par le hMPV étant les nourrissons, les jeunes 
enfants et les personnes âgées, il est crucial de pouvoir disposer rapidement de vaccins 
efficaces et sécuritaires, afin de réduire les atteintes respiratoires sévères qui ont un impact 
dramatique dans ces tranches d’âge. Comme c’est le cas avec l’infection hRSV, la mise au 
point d’un vaccin contre le hMPV représente donc non seulement un enjeu sanitaire majeur, 
mais également un réel enjeu socio-économique avec l’objectif de (i) réduire les coûts 
importants des traitements et d’hospitalisations associés à ces infections, et (ii) diminuer 
l’utilisation d’antibiotiques dans le contexte des surinfections bactériennes et ainsi limiter 
l’émergence de résistances.  
Les différentes stratégies vaccinales développées aujourd’hui sont listées dans le 
tableau 3, qui précise leurs avantages et inconvénients, ainsi que les populations cibles 
privilégiées respectives.  
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Plusieurs stratégies vaccinales ont été évaluées contre le hMPV ces dernières 
années (397). Certaines stratégies sont exclues pour certaines populations fragiles du 
fait de leur danger potentiel (vaccin inactivé induisant un syndrome de « enhanced 
disease ») ; d’autres apparaissant très prometteuses en termes de protection et de 
sécurité pour ces populations (vaccins vivants atténués et/ou vaccins sous-unitaires 
protéiques) (398). Différentes approches innovantes, basées sur des virus 
recombinants chimériques et la mise au point de peptides de synthèse ou encore de 
pseudo-particules virales (VLP), ont également été évaluées en modèles animaux. 
Malgré ces efforts, un seul candidat vaccin à ce jour, un virus hMPV vivant atténué, a 
poursuivi son développement jusqu’en essai clinique de phase I (Tableau 4) (399).  
 
6.1 Problématiques de la vaccination des jeunes enfants 
Dans le cas du virus hMPV, comme pour hRSV, l’une des problématiques 
majeures du développement de candidats vaccin réside en la complexité de la 
vaccination des très jeunes enfants. En effet, l’incidence du hMPV se situe 
principalement entre 6 à 12 mois de vie, ce qui signifie qu’il faut mettre en place une 
vaccination très précoce dans cette population. Une des stratégies vaccinales la plus 
adaptée est basée sur l’approche de vaccin vivant atténué, considérée comme plus à 
même d’induire une protection complète et durable (400). Ce type de vaccin pourrait 
être administré à partir du deuxième mois de vie, lorsque le système immunitaire 
devient compétent à produire ses propres anticorps. De plus, l’administration de vaccin 
vivant atténué par voie intra-nasale semble permettre d’éviter l’interférence de 
l’immunisation avec les anticorps maternels circulants (401). Cependant, pour la 
vaccination hRSV, le contexte est plus compliqué car l’incidence maximale du hRSV se 
situe entre 0 à 6 mois de vie et donc la vaccination par virus vivant atténuée pourrait 
être trop tardive ou incomplète au moment de l’infection des nourrissons. Aussi, 
comme les anticorps maternels transmettent une protection humorale au bébé durant 3 
à 6 mois, l’approche vaccinale privilégiée pour le hRSV serait davantage une 
vaccination des femmes enceintes (402). Dans ce cas, il s’agirait de provoquer une 
stimulation du système immunitaire de la mère (qui a certainement déjà développé une 
immunité contre le hRSV au cours de sa vie) avec un vaccin de type sous-unitaire, 
considéré comme le plus sécuritaire chez cette population cible très particulière 
(Tableau 3). Cette stratégie permettrait ainsi de produire un taux élevé d’anticorps 
maternels pouvant être transmis in utero. Pour cette approche, plusieurs candidats 
vaccinaux à base de protéine F sont en essais cliniques de Phase I à III, menés par 
GlaxoSmithKline ou MedImmune (402). 
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6.2 Vaccins sous-unitaires 
Un vaccin sous-unitaire est constitué d’une partie ou de la totalité d’une 
protéine virale d’intérêt. Il peut être produit en système cellulaire ou même synthétisé 
biochimiquement, ce qui en réduit les étapes de purification. Ce type de vaccin est 
relativement plus facile à développer d’un point de vue réglementaire et les risques 
infectieux sont inexistants; ils sont de ce fait particulièrement bien adaptés pour la 
vaccination des femmes enceintes. C’est aussi une modalité vaccinale de choix pour la 
réactivation immunitaire chez les personnes âgées.  
Les vaccins sous-unitaires hMPV sont basés principalement sur la protéine F, 
du fait de son important pouvoir immunogénique. En effet, des études ont montré qu’un 
vaccin à base de protéine F soluble, administré par injection intra-musculaire, était 
capable d’induire la production d’anticorps neutralisants contre différents sous-groupes 
de virus hMPV en modèle de rongeurs, validant ainsi le potentiel de protection croisée 
de tel candidat vaccin (403). Il est à noter que deux études ont rapporté récemment 
que la conformation tridimensionnelle de la protéine F sous sa forme post-fusion serait 
également très immunogénique, de manière comparable à sa forme pré-fusion (368, 
404). Ces nouvelles données mettent en lumière les différences de la protéine F de 
hMPV vis-à-vis de celle de hRSV, dont il a été rapporté que la stabilisation de sa forme 
de pré-fusion était plus avantageuse pour l’induction de titres élevés d’anticorps 
neutralisants (405). Ces données apportent ainsi de nouvelles perspectives sur 
l’utilisation vaccinale de la protéine F et l’optimisation de candidats sous-unitaires pour 
la vaccination hMPV (368). 
Une autre approche pour générer des vaccins sous-unitaires consiste à prédire 
les épitopes viraux qui peuvent être reconnus par les lymphocytes T (Th et CTL) ou 
lymphocytes B et d’en synthétiser des fragments peptidiques (406, 407). C’est une 
approche très intéressante et qui semble prometteuse, notamment si les épitopes 
prédits concernent des protéines hautement conservées parmi les sous-groupes 
viraux. Par exemple, la vaccination par des épitopes de synthèse, correspondant aux 
protéines M et N du hMPV, permet de réduire les titres viraux pulmonaires, la perte de 
poids ainsi que l’immunopathologie pulmonaire de souris infectées par hMPV, via 
l’activation des CTL (408). Cette étude a également rapporté que la réponse 
immunitaire cellulaire et les cytokines associées (IFN-γ et IL-12) étaient aussi plus 
élevées, alors que la réponse humorale, avec la sécrétion des cytokines IL-10 et IL-4, 
était plus restreinte (407). Une autre étude portant sur le design de peptide multi-
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épitopes hMPV (409, 410), a montré que cette stratégie était efficace pour stimuler à la 
fois une réponse cellulaire et une réponse humorale neutralisante en activant les 
lymphocytes T et B (411). 
 
Malgré tout, quelque soit la préparation antigénique utilisée, un peptide 
synthétique ou une protéine virale recombinante, l’immunogénicité et les propriétés 
protectrices de ces candidats vaccins sous-unitaires restent relativement faibles et des 
adjuvants doivent être utilisés afin de stimuler plus efficacement et favoriser la réponse 
immune de l’hôte. L’adjuvant le plus communément utilisé dans les préparations 
vaccinales autorisées est l’Alum. Ce composé chimique est dérivé de l’aluminium 
hydroxyde ou aluminium phosphate et participe, sous forme de gel, à agréger les 
antigènes vaccinaux, contribuant ainsi à une meilleure présentation antigénique aux 
cellules immunitaires (412). Cependant, il a été montré que, malgré son utilisation dans 
de nombreuses préparations vaccinales, l’Alum a tendance à introduire un biais de la 
réponse immunitaire vers une réponse humorale, de type Th2. De plus, il pourrait être 
impliqué dans l’activation de l’inflammasome (413), ce qui affecterait son efficacité et la 
sécurité des préparations vaccinales. Ainsi, pour mieux contrôler l’immunisation, il est 
important de développer de nouvelles méthodes d’adjuvantation et de les caractériser 
au mieux pour les adapter à la stratégie vaccinale choisie (414). 
Dans cette perspective, l’équipe du Dr Boivin a notamment démontré que la 
combinaison d’une protéine recombinante F soluble avec la protéine M du hMPV 
soluble, alors utilisée comme adjuvant alternatif, potentialisait l’immunisation contre 
hMPV chez des souris. En comparaison avec l’ajout d’Alum, seul ou en combinaison 
avec la protéine M, l’étude a permis de démontrer un effet immunomodulateur 
intéressant de la protéine M qui participe à la mise en place d’une réponse immune 
plus équilibrée, cellulaire et humorale (200). 
 
De manière alternative, une immunisation à partir de vecteur plasmidique à 
ADN, exprimant fortement la protéine F soluble de hMPV, est capable d’induire la 
production d’anticorps neutralisants et de diminuer les titres viraux nasaux en modèle 
de rats des cotonniers infectés (415). Cependant, pour le moment, c’est une approche 
qui reste trop peu immunogénique chez l’Homme et sur laquelle de nombreux efforts 
d’optimisation, en termes de construction du vecteur à ADN, d’expression protéique, de 
méthode d’administration, sont nécessaires avant d’envisager des tests cliniques plus 
poussés chez l’Homme (416). 
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6.3 Les vaccins à base de particules virales 
6.3.1 Les vaccins inactivés 
Les premiers essais de vaccination contre le hRSV dans les années 1960 ont 
été réalisés avec des virus préalablement inactivés à la formaline (417, 418). Suite à 
cette immunisation, il a été rapporté que les enfants vaccinés avaient été par la suite 
davantage susceptibles à développer des pathologies exacerbées (fièvre élevée, 
broncho-pneumonie, respiration sifflante) en cas d’infections par le hRSV et conduisant 
à un taux anormalement élevé d’hospitalisations (syndrome de « enhanced disease ») 
(417). Ces essais ont d’ailleurs conduit au décès de deux des enfants immunisés, 
mettant un terme au développement de ce type de vaccination contre hRSV, basé sur 
des virus inactivés (417). Cette pathologie accrue a été associée à l’exacerbation de la 
réponse inflammatoire et immunitaire de type Th2, avec une infiltration importante de 
cellules de type neutrophile, macrophage, lymphocyte et éosinophile dans le milieu 
péri-bronchial, et une hyperréactivité bronchique (419). Cette exacerbation induite par 
la vaccination a d’ailleurs également été observée avec le vaccin de la rougeole 
inactivé à la formaline (420). 
Dans ce contexte, la prudence a donc été de mise concernant des approches 
similaires basée sur des virus hMPV inactivés. Des tests menés en modèles animaux 
ont effectivement démontré, de manière similaire à hRSV, une augmentation 
dramatique de l’inflammation interstitielle dans les poumons et une hyper-sécrétion de 
mucus lors d’une infection secondaire hMPV, consécutive à la vaccination, et ce 
malgré la production d’anticorps neutralisants (421-423). Les mécanismes à l’origine 
de cette réponse immune exacerbée semblent impliquer différentes composantes du 
système immunitaire, telles que les cellules éosinophiles et les lymphocytes T CD4, 
anormalement recrutés au niveau pulmonaire au cours de cette infection secondaire. 
Les lymphocytes CTL, à l’inverse, ne semblent pas être impliqués (424). 
Les raisons de ce syndrome d’exacerbation de la réponse immunitaire suite à la 
vaccination ne sont pas encore complètement déterminées, mais constituent un enjeu 
important pour la compréhension des écueils actuels des stratégies vaccinales en 
cours de développement. 
 
6.3.2 Les vaccins à base de particules pseudo-virales  
Les particules pseudo-virales (VLPs) sont générées par auto-assemblage des 
protéines virales qui vont provoquer le bourgeonnement de particules non infectieuses 
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(sans matériel génétique viral) à partir de la surface membranaire des cellules. C’est 
une approche qui a connue de grandes avancées ces dernières années, et plusieurs 
préparations vaccinales sont d’ailleurs sur le marché, telles que le Gardasil ou le 
Cervarix pour la vaccination contre le papillomavirus humain (425).  
De nombreuses stratégies et systèmes d’expression de VPLs existent. 
Concernant les VLPs hMPV, nous pouvons citer :  
- des VLPs exprimant les protéines F et G et générées à partir d’un vecteur 
d’expression rétroviral en système cellulaire 293-T (426). L’équipe du Dr Boivin a 
montré que ces VLPs, inoculées de manière intra-péritonéale, induisent la production 
d’anticorps neutralisants et une protection croisée contre les souches virales 
homologues (A) et hétérologues (B), en modèle murin. 
- des VLPs exprimant les protéines F et M générées par transfection de cellules 
en suspension 293-F (198). Cette étude a montré que la co-expression cellulaire de M 
et F est suffisante pour induire la production de VLPs hMPV. Il a également été 
rapporté que ces VLPs, administrées à des souris par voie intra-péritonéale, induisent 
une réponse humorale et cellulaire de type CD8 et dirigée contre la protéine F.  
Ces approches vaccinales permettent une protection contre l’infection hMPV, 
mais les VLPs nécessitent d’être adjuvantées pour induire une réponse plus forte 
(427). Dans le cas des VLPs F+M hMPV, l’utilisation des adjuvants TiterMax Gold ou 
α-galactosylceramide a en effet montré une amélioration de la réponse humorale avec 
des titres d’anticorps neutralisants plus élevés. L’étude a par contre indiqué une 
diminution de la réponse cellulaire CTL dans ces conditions d’adjuvantation.  
Cette stratégie semble être intéressante pour la vaccination contre le virus 
hMPV, mais elle nécessite d’être davantage optimisée pour induire une réponse 
immunitaire plus complète, en particulier si elle doit être utilisée pour la vaccination des 
jeunes enfants (Tableau 3). Aucun essai clinique n’a été mené jusqu’à aujourd’hui sur 
la base de cette stratégie utilisant des VLPs.  
 
6.3.3 Les vaccins vivants atténués 
6.3.3.1 Principe et historique 
Le principe des vaccins vivants atténués repose sur l’utilisation de virus 
faiblement réplicatifs qui miment une infection classique, mais associée à une 
pathogénèse très réduite. Ces virus ont traditionnellement été obtenus par de multiples 
passages cellulaires jusqu’à l’émergence de mutations d’adaptation, qui peuvent 
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résulter en un ou plusieurs défauts de leur cycle réplicatif chez l’Homme. Cette 
stratégie vaccinale permet d’induire une réponse immunitaire équilibrée, à la fois 
humorale et cellulaire, pour une durée plus importante par rapport aux autres modes 
de vaccination (428). Cependant, le fait que ces vaccins soient infectieux, impliquent 
des contraintes réglementaires très importantes et les disqualifie pour la vaccination 
des individus immuno-déprimés et/ou des femmes enceintes.  
La mise au point des techniques et outils de génétique inverse (32, 429) a 
permis de générer plus efficacement et à façon des virus hMPV recombinants 
atténués. En effet, cette technologie a de nombreux avantages dont (i) la possibilité de 
modifier le génome par l’insertion de mutations ou la délétion de gènes (242); (ii) la 
possibilité ainsi de créer des virus chimériques, c’est-à-dire utiliser un virus comme 
vecteur pour l’expression d’une protéine virale hétérologue, dans le but d’atténuer le 
virus et/ou de créer des vaccins polyvalents (298, 299); et (iii) de générer des virus 
atténués par l’introduction de combinaisons de mutations sur plusieurs gènes et/ou la 
délétion de gènes ou de portion de gènes, afin de minimiser les risques de réversion 
du phénotype d’atténuation (Tableau 4). Cette technologie de génétique inverse, que 
j’ai exploitée dans mes travaux de recherche doctorale, sera d’ailleurs plus amplement 
décrite en Partie 2.4 de ce manuscrit. 
 
Des vaccins vivants atténués pour les virus de la rougeole, des oreillons, de la 
rubéole, de la varicelle (vaccin MMRV, ProQuad aux États-Unis) ou encore de la 
maladie de Newcastle (NDV) dans le champ vétérinaire, sont actuellement sur le 
marché. En revanche aucun vaccin de ce type contre les virus respiratoires n’est 
actuellement approuvé par les instances réglementaires, bien que plusieurs candidats 
soient actuellement évalués en essais cliniques. Par exemple, le vaccin rcp45 est une 
version recombinante du virus hPIV-3 portant une combinaison de 15 mutations de 
thermosensibilité (mutations situées dans les gènes L, N, C, M, F et HN) qui confèrent 
une atténuation virale (430). Ce candidat a été évalué en essai clinique de phase I sur 
des nourrissons et jeunes enfants (NCT00308412) (431). C’est une souche virale 
suffisamment atténuée et immunogène, dont les mutations semblent être stables ; 
néanmoins de plus amples études cliniques vont être nécessaires concernant 
l’évaluation des doses et des conditions d’inoculation, avant son approbation de mise 
sur le marché. 
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6.3.3.2 Les différentes approches de vaccins atténués hMPV 
En ce qui concerne les vaccins atténués hMPV, plusieurs candidats ont été 
évalués et sont listés dans le Tableau 4 et détaillés ci-après.  
 
- Les virus thermo-sensibles (hMPV-ts). Historiquement, ces virus ont été 
générés par l’accumulation de mutations au cours de multiples passages cellulaires 
successifs en cellules Vero et en diminuant progressivement la température jusqu’à 
25°C (432). Ces mutations de thermo-sensibilité (ts) sont réparties dans tout le 
génome à l’exception des gènes SH et N. À la manière du candidat vaccin rcp45 de 
hPIV-3, des virus recombinants hMPV, portant jusqu’à 11 des mutations ts identifiées, 
ont été générés par génétique inverse. Ces virus hMPV-ts se sont révélés très 
atténués dans l’arbre respiratoire du modèle de hamster, tout en étant inducteurs d’une 
production de titres élevés d’anticorps protecteurs, suite à une seconde infection par 
hMPV. Ces premières expérimentations ont ainsi fait la preuve de concept pour 
l’utilisation de virus hMPV atténués à des fins vaccinales, mais n’ont pas fait l’objet 
d’évaluation en primates non humains, ni d’essai clinique chez l’Homme.  
 
- Les virus mutés sur des sites protéiques fonctionnels clé. Il a été décrit 
que des mutations dans le gène F du hMPV (433, 434) ou dans le site de 
phosphorylation de la protéine M2-1 (435) induisent une atténuation virale. De même, 
les mutations introduites dans le site méthyltransférase de la polymérase L entrainent 
aussi une atténuation in vitro et in vivo, en diminuant le taux de synthèse des ARN 
viraux (436, 437). Pour les trois différentes mutations ponctuelles testées, des effets 
réduits mais variables ont été observés sur l’inflammation des poumons de hamsters 
infectés, avec une infiltration interstitielle (mutation G1700A) ou une infiltration 
mononucléaire (mutations G1696A et D1755A).  
Cependant, si ces virus sont atténués in vitro et/ou in vivo et induisent une 
protection efficace chez les souris et/ou les rats des cotonniers, les risques de 
réversion sont cependant élevés, sachant que l’atténuation ne dépend que d’un 
nombre faible de mutations. Ces raisons justifient pourquoi ces virus atténués n’ont 
pas été davantage développés ni évalués en clinique jusqu’à maintenant. 
 
- Les virus atténués par délétion de gène(s). La délétion de gène(s) est une 
alternative intéressante qui permet de diminuer les risques de réversions des virus  
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atténués candidats vaccinaux. Parmi les protéines virales des virus hMPV, les 
protéines G, SH et M2-2 sont accessoires et peuvent être délétées du génome viral 
(délétion de séquence et/ou introduction de codon-stop précoce). Il a en effet été décrit 
que ces délétions de gènes avaient un fort potentiel d’atténuation virale, tout en 
permettant la production et la viabilité des virus délétés recombinants. Il a ainsi été 
montré que des virus délétés de SH (ΔSH), de G (ΔG) ou des deux gènes (ΔSH/G) 
induisent la production d’anticorps neutralisants et permettent une protection en 
modèle animal (hamster) d’infection par un virus hMPV sauvage (242). Par ailleurs, 
seul les virus ayant une délétion ΔG, combinée ou non à une délétion de SH, sont 
associés à une réplication virale atténuée dans les poumons des modèles animaux 
infectés, même si celle-ci n’est plus significative après 3 jours d’infection chez le 
hamster (Tableau 4) (242). A l’inverse, la délétion seule du gène SH est associée à 
une réplication virale 40 fois plus importante que celle du virus recombinant sauvage 
(242). De plus, l’utilisation de ces virus recombinants in vitro (cellules A549), a permis 
de mettre en évidence le rôle immuno-modulateur des protéines G et SH. Par exemple, 
dans l’étude de Bao et al., le virus ΔG-hMPV induit l’expression de 4 à 7 fois plus d’IFN 
α et de 13 à 20 fois plus d’IFN β que le virus sauvage en cellules A549 (236). 
Cependant, il faut noter que le profil pro-inflammatoire de ces virus en modèle animal 
n’a pas été décrit et qu’ils n’ont pas fait l’objet de test clinique chez l’Homme.  
 
Alternativement, la délétion du cadre de lecture ouvert de M2-2 (?M2.2) induit 
également l’atténuation du virus hMPV in vivo, en modèles de hamster et chimpanzés, 
alors qu’elle n’a qu’un effet minime in vitro en cellules Vero (Tableau 4) (174, 258). De 
manière intéressante, l’immunisation préalable par ce virus recombinant induit la 
production d’anticorps neutralisants à des niveaux comparables à ceux mesurés lors 
d’une infection classique, ainsi qu’une protection quasi-complète contre une seconde 
infection hMPV (174). Toutefois, la protéine M2-2 étant impliquée dans la régulation de 
la transcription du génome, sa délétion induit un taux de mutations plus important lors 
de la réplication virale, ce qui entraine une instabilité du virus et rend difficile son 
utilisation à des fins vaccinales (258). Du fait de ce risque en termes de sécurité, ce 
candidat vaccinal atténué n’a pas été évalué en test clinique. 
 
- Les virus chimériques. Différentes constructions ont été testées, telles que 
des vaccins chimériques hMPV/aMPV ou hMPV/hPIV-3. Les avantages à utiliser ces 
virus sont (i) leur proximité génomique avec hMPV et leur tropisme pulmonaire ; (ii) la 
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possibilité de manipuler et d’augmenter la taille de leur génome, jusqu’à 5 kb 
supplémentaire pour les paramyxovirus (en tenant compte de « la règle de six » pour la 
taille du génome viral) ; et (iii) le fait que le remplacement d’un gène par celui 
correspondant du hMPV induit l’atténuation du virus chimérique en question (298, 299, 
439, 441).  
En effet, bien que proche phylogénétiquement des virus aMPV de type C, il a été 
démontré que l’échange de gènes du complexe de polymérase virale du virus hMPV 
avec leur homologue aviaire C induit une atténuation du virus chimérique, bien qu’il soit 
réplicatif, à l’inverse de virus hMPV dans lesquels les gènes auraient été changé par 
ceux des virus aviaires A ou B ou hPIV-3 (441). Dans cette étude, un virus hMPV 
exprimant le gène P aviaire (rhMPV-Pa) a démontré une atténuation significative avec 
une diminution des titres viraux dans tout l’arbre respiratoire en modèle de hamster et 
une protection contre le hMPV, avec la production d’anticorps neutralisant en quantité 
équivalente à celle mesurée après une infection hMPV naturelle (Tableau 4) (299). Ce 
candidat est le seul des candidats vaccinaux hMPV atténués à avoir été évalué en 
essai clinique de Phase I chez des adultes et des enfants (NCT01255410, programme 
de recherche du National Institute of Allergy and Infectious Diseases). Cependant, il 
est apparu que ce virus rhPMV-Pa était trop atténué chez les enfants séro-négatifs 
avec une réplication insuffisante pour permettre une immunisation efficace (399). Ainsi, 
cette étude souligne l’importance du choix de la modalité d’atténuation virale lors des 
étapes de développement de candidats et légitime l’évaluation d’autres types de 
candidats, tels que les virus ΔSH ou ΔG, dont l’atténuation semble moindre en modèle 
animal (174). 
 
De manière intéressante, la vaccination à base de Virus-Replicon-Particle 
(VRP), est une approche parallèle à celles des virus vivants atténués et des VLPs. Ces 
pseudo-particules virales sont infectieuses et se répliquent au sein des cellules cible, 
sans être capables de générer de nouvelles particules virales du fait de la délétion d’un 
des gènes structuraux. Celui-ci est alors apporté en complément dans le système de 
production des VRPs (231). Dans le cas de la vaccination hMPV, l’alphavirus de 
l’encéphalite équine a ainsi été utilisé comme vecteur d’expression de la protéine F du 
hMPV. Les immunisations en modèles de souris et de rats des cotonniers, et plus 
récemment en primates non humains, ont montré de bons résultats de protection après 
un challenge infectieux, avec la production d’anticorps neutralisants sériques, ainsi que 
d’IgA dans les sécrétions mucosales pulmonaires (Tableau 4) (231, 442). 
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Bien que plusieurs stratégies d’atténuation prometteuses aient été menées ces 
seize dernières années, peu de candidats vaccins ont atteint une évaluation en modèle 
de primates non humains et/ou en essais cliniques. Les candidats vaccin atténués 
hMPV doivent en effet idéalement présenter les caractéristiques suivantes : (i) une 
immunogénicité optimale tout en conservant (ii) une atténuation virale mesurée et (iii) 
une stabilité des antigènes et de la préparation vaccinale. En intégrant les 
connaissances récentes sur le virus, ainsi que les différentes approches d’atténuations 
(Tableau 4), il serait donc intéressant et utile de ré-évaluer les premiers candidats 
vaccins créés, comme suggéré par Karron et al. à la suite de l’échec du premier test 
clinique d’un vaccin hMPV (399), et d’en tester différentes constructions optimisées. De 
plus, grâce à la génétique inverse, la construction de vaccins atténués plurivalents 
pourrait constituer une piste d’amélioration significative pour les vaccins ciblant les 
Pneumovirus. Un vaccin bivalent hMPV/hRSV a par exemple, été mis au point avec 
l’introduction d’épitope de la F de hRSV en place d’épitopes de la protéine F du hMPV. 
Cependant, ce candidat vaccinal n’a induit la production d’anticorps dirigés uniquement 
contre le virus hMPV (443). Bien qu’innovante, c’est une stratégie qui nécessite encore 
de nombreux efforts de développement et une meilleure connaissance des épitopes 
viraux. 
 
 
En conclusion, les approches de vaccins vivants atténués sont privilégiées pour 
la vaccination pédiatrique à la différence de celles des vaccins sous-unitaires ou à 
base de pseudo-particules virales, qui sont plutôt adaptées à une immunisation 
maternelle et des personnes âgées (402, 406). Les vaccins vivants atténués 
présentent de nombreux avantages car ils peuvent être administrés par voie intra-
nasale et mimer la voie d’entrée naturelle des virus sauvages, induisant ainsi une 
réponse immunitaire assez similaire de celle physiologique à une infection hMPV. De 
plus, c’est une stratégie qui n’a jamais été décrite comme associée à une réaction 
inflammatoire exagérée (telle qu’observée avec les vaccins inactivés), et qui ne 
nécessite par l’ajout d’adjuvants. Néanmoins, une meilleure caractérisation et une 
optimisation de ces candidats vaccinaux hMPV vivants atténués restent nécessaires 
pour la mise en place de nouveaux essais cliniques chez l’Homme. 
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PARTIE 2 : OBJECTIFS DE RECHERCHE ET 
RÉSULTATS 
 
 
1. Objectifs et planning de recherche 
 
Globalement, la biologie du hMPV présente encore de nombreuses zones 
d’ombre et relativement peu d’équipes de recherche s’intéressent à l’étude de ce virus, 
notamment du fait de sa découverte relativement récente (2001) et de ses difficultés de 
culture et de production in vitro. Parmi ces équipes, celle du Dr. Boivin s’investit depuis 
2001 dans l’étude des mécanismes de virulence du hMPV et le développement de 
stratégies thérapeutiques et vaccinales. Rejointe en 2011 par l’équipe du Dr Manuel 
Rosa-Calatrava, une partie des travaux menés s’est inscrite dans une perspective de 
développement et d’optimisation de candidats vaccinaux contre les virus hMPV, et 
c’est dans ce contexte collaboratif que je me suis intéressée en particulier à deux 
thématiques de recherche durant mon doctorat : 
 
- Projet 1. L’identification des acides aminés déterminant les propriétés 
fusogéniques de la protéine F du hMPV et associés à différents phénotypes in vitro 
(résultats décrits dans cette partie, article 1) ; 
 
- Projet 2. L’évaluation de la contribution des protéines G et SH dans la 
pathogénicité des virus hMPV, et ceci dépendamment de la souche virale, dans la 
perspective de développer et de proposer de nouveaux candidats vaccinaux vivants 
atténués (résultats décrits dans cette partie, manuscrit 1). 
 
Pour atteindre ces objectifs, mon travail de thèse en cotutelle s’est organisé 
selon le planning présenté en Figure 14, et s’est appuyé sur le transfert croisé de 
technologies et d’outils entre les deux laboratoires partenaires. 
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Figure 14 – Planning de mon travail de recherche doctorale.  
 
 
2. Le système de génétique inverse hMPV 
 
D’un point de vue technologique, mes deux axes de recherche se sont basés 
principalement sur l’exploitation et la modification des systèmes de génétique inverse 
des souches virales hMPV B2/CAN98-75 et A1/C-85473, tels que :  
- la substitution par mutagénèse dirigée de cinq acides aminés dans le domaine 
HRA et/ou de deux aa dans le domaine HRB de la souche CAN98-75 (mutations 
inspirées de la séquence protéique de la F du virus A1/C-85473) (Projet 1) ; 
- la délétion des gènes G ou SH par amplification PCR, dans les deux fonds 
génétiques viraux B2/CAN98-75 et A1/C-85473 (Projet 2). 
Le premier système de génétique inverse du virus hMPV a été décrit en 2004 
(32, 429). Ce système est constitué de cinq éléments plasmidiques : un plasmide 
codant l’antigénome du virus hMPV et 4 plasmides « satellite », codant pour les 
protéines virales de la machinerie de transcription (L, P, N et M2-1) (Figure 15). Le 
principe de cette technologie, qui permet la production de virus hMPV recombinants, 
repose sur l’utilisation d’une lignée cellulaire de rein de hamster (BHK-21) modifiée 
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pour exprimer constitutivement l’ARN polymérase du bactériophage T7 (T7pol) 
(cellules BHK-T7 ou BSR-T7/5) (444). Ainsi, après co-transfection du plasmide 
antigénomique hMPV et des quatre plasmides « satellite », un brin d’ARN 
correspondant au brin génomique viral (brin d’ARN négatif), est transcrit par la T7pol à 
partir de son promoteur, T7prom (Figure 15) (32, 429). Les quatre protéines 
impliquées dans la transcription virale du hMPV sont également exprimées par les 
cellules transfectées pour constituer un complexe RdRP actif. Cette polymérase virale 
fonctionnelle transcrit ainsi l’ARN génomique en ARNm viral puis le réplique en de 
nouvelles molécules d’ARN génomique viral, via la transcription de brins matrice. La 
traduction et l’assemblage des protéines virales avec l’ARN génomique permettent 
ainsi le bourgeonnement de particules infectieuses hMPV à partir de la membrane 
cytoplasmique des cellules BHK-T7 transfectées. Ensuite, l’amplification des virus 
recombinants est permise grâce à l’ajout en co-culture de cellules LLC-MK2 (ATCC 
CCL-7), permissives à l’infection (Figure 15). 
 
 
Figure 15 - Génération de virus recombinants hMPV par génétique inverse. (I) co-
transfection du plasmide génomique ainsi que de 4 plasmides « satellite » exprimant les 
protéines du complexe RdRP (N, L, P, M2-1) dans les cellules BHK-T7 ; (II) production des 
virus recombinants par les cellules BHK-T7 ; (III) mise en co-culture des cellules BHK-T7 avec 
des cellules LLC-MK2 ; (IV) infection des cellules LLC-MK2 puis réplication virale. 
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Bien que très puissante, il faut noter que cette technologie de génétique inverse 
présente un certain nombre de limitations qu’il faut prendre en compte : (i) l’introduction 
de modifications génomiques peut être trop délétère pour le virus. Par exemple, 
certaines mutations de la protéine F décrites dans la littérature et listées dans le 
Tableau 5 (Partie 2, 3.1.1), ainsi que des mutations hydrophobes que nous avons 
essayé d’introduire dans les domaines HRA et HRB, ne permettent pas de générer de 
virus recombinants viables ; (ii) la présence dans le génome viral de nombreuses 
séquences répétées, et/ou riches en nucléotides A et T, constituent également des 
éléments de complexité dans la manipulation et l’amplification des génomes ; (iii) la 
taille du génome du hMPV est limitée, même si celle-ci n’a pas été clairement établie. 
Ainsi, l’introduction de gènes d’intérêt supplémentaires rend non seulement difficile la 
manipulation du plasmide génomique, mais peut également limiter, voire rendre 
impossible, la réplication de virus recombinants. 
 
Basé sur la méthodologie de Biacchesi et al. (429), l’équipe du Dr Boivin a 
cloné séparément les ORFs des gènes L, P, N ou M2-1, amplifiés à partir du génome 
du virus B2/CAN98-75, dans des vecteurs plasmidiques pTNT (Promega) pour générer 
les quatre plasmides « satellite ». Avec ces plasmides, l’expression des quatre 
protéines de la machinerie de polymérase virale est dirigée par la polymérase du 
bactériophage T7. D’autre part, les antigénomes des deux souches B2/CAN98-75 et 
A1/C-85473 ont été clonés dans un plasmide pSP72 (Promega) dans lequel la 
cassette T7 Terminateur - δ ribozyme - T7 Promoteur a été préalablement insérée. Le 
clonage du génome viral dans cette cassette a été réalisé par l’assemblage (par la 
méthode Gibson, New England Biolabs (445)) de 3 à 4 portions du génome viral 
(nommées de A à D en Figure 16), encadrées par différents sites unique de restriction, 
tel que décrit dans la publication de Aerts et al. (2). Chaque portion de génome avait 
précédemment été clonée dans un plasmide intermédiaire pJET (Thermo Scientific), 
nécessitant plusieurs étapes pour le clonage du génome du virus A1/C-85473 (portions 
A1, A2, A3 et C1, C2, C3). Le détail des fragments intermédiaires du clonage est 
représenté en Figure 16 (2). Le gène de la protéine fluorescente GFP a ensuite été 
ajouté (par l’insertion de sites unique de restriction) à l’extrémité 3’ du génome, entre la 
séquence Leader et le premier gène N (Figure 16) (2). Les séquences Gene Start du 
gène N et Gene End du gène F ont été ajoutées de part et d’autre du gène GFP pour 
permettre sa transcription par la polymérase virale. Étant donné la difficulté de 
détection et de production du virus hMPV, la présence de ce gène rapporteur est très 
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utile pour aider au suivi de l’infection, notamment dans les premières étapes du 
processus de « sauvetage » des virus hMPV recombinants. 
 
 
Figure 16 – Schémas de la construction des plasmides antigénomiques hMPV (souches 
B2/CAN98-75 et A1/C-85473). Les plasmides antigénomiques hMPV B2/CAN98-75 et A1/C-
85473 ont été assemblés par la méthode Gibson, à partir des portions de génome flanquées de 
sites de restriction, selon le schéma présenté. Chaque plasmide antigénomique s’organise 
selon l’ordre suivant : séquence terminatrice de l’ARN polymérase du phage T7 (T7term) ; 
séquence delta(δ)-ribozyme du virus HDV (structure qui va provoquer le décrochage de la 
polymérase) ; séquence Leader du hMPV, qui marque le début du génome viral hMPV ; 
séquence codante de la protéine GFP; séquence complète de l’antigénome du hMPV, du gène 
N au gène L ; séquence Trailer du virus hMPV en fin de génome ; séquence promotrice de la 
transcription par l’ARN polymérase du phage T7 (T7prom). Figure adaptée de Aerts et al., 2015  
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3. Résultats 
 
3.1 Étude de la protéine de fusion du hMPV 
3.1.1 Introduction 
Plusieurs publications ont rapporté les effets de mutations ponctuelles dans la 
protéine F sur sa fonctionnalité et en particulier sur le phénotype viral fusogénique in 
vitro, associées ou non à des effets cytopathiques variables et/ou responsables de la 
viabilité des virus hMPV recombinants générés. En revanche, l’impact des propriétés 
fusogéniques du virus hMPV sur la pathogénicité virale in vivo, est toujours sujet à 
débat et reste à caractériser. Ces mutations ponctuelles de la protéine F décrites dans 
la littérature sont listées dans le Tableau 5.  
L’équipe du Dr Guy Boivin s’est attachée à l’étude de deux souches virales 
hMPV, isolées à partir d’échantillons cliniques, et dont les phénotypes fusogéniques 
sont radicalement différents : le virus B2/CAN98-75 qui est peu ou pas fusogène et le 
virus A1/C-85473 qui présente un phénotype hyperfusogène in vitro. Nous avons pu 
démontrer, grâce à la construction par génétique inverse de virus hMPV chimériques, 
que cette différence de phénotype in vitro était dépendante de l’origine virale 
(B2/CAN98-75 ou A1/C-85473) de la protéine F (Article 3 en Annexe) (2). En modèle 
murin, il a été également observé que l’inversion des protéines F dans le fond 
génétique des deux souches en question, entrainait des modifications de réplication 
virale, de production de cytokines, d’effets histo-pathologiques et de pathogénicité, 
sans toutefois rétablir complétement le phénotype spécifique de la souche dont les 
protéines F étaient issues (2). Ainsi, bien que la pathogénicité du hMPV in vivo soit 
significativement affectée par l’origine de la protéine F, ces résultats ont démontré que 
d’autres déterminants viraux étaient très probablement impliqués. 
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Tableau 5 – Liste des mutations de la protéine F du HMPV étudiées et leurs effets sur la fusogénicité 
et la pathogénèse virale 
Souches 
virales Région Mutation(s) Effets in vitro 
Dépendance 
au pH acide 
Effets in 
vivo Réf 
A1/NL/1/0
0 
F1  S101P Clivage trypsine-indépendant Non évalué Aucun (210) 
F1 
Site RGD 
R329 A/D 
Fusion diminuée 
Mutation létale 
pour le virus 
oui 
- 
(434) 
R329K Atténuation Atténuation 
G330 A/S Atténuation - 
D331R/E Fusion augmentée 
Inflammation 
réduite 
D331A Atténuation Atténuation 
F2  
(N-gl) N57E 
Légère 
atténuation 
Non évalué 
Aucun 
(446) 
F1 
(N-gl) N172E 
Atténuation Atténuation  
F1-F2 
(N-gl) N57E-N172E 
F1 
(N-gl) N353E 
Mutation létale 
pour le virus - 
B1/NL/1/9
9 
F1 
294-296-396-404 
ENWP Hyperfusogénicité non 
Non testé (215) (447) 
294-296-396-404 
GNWP / GKWP 
Fusion très 
réduite non 
294-296-396-404 
GKRP / GKRN Hyperfusogénicité oui 
A1/NL/1/0
0 
294-296-396-404 
GKRN Hyperfusogénicité oui 
294-296-396-404 
ENWP Hyperfusogénicité non 
A2/CAN97
-83 
F2 
E51 A/K Fusion très réduite non 
Non testé (448) 
D54A 
Hyperfusogénicité 
oui 
E56A 
HRA K166A 
F1 
H435 R/K 
H435 D/Q Fusion réduite 
 
Une atténuation in vitro correspond à une capacité réplicative et/ou une taille des ECPs diminuées de 
manière significative. Une atténuation in vivo correspond à une diminution significative des titres viraux 
pulmonaires (modèle animal hamster uniquement dans les 2 études concernées). 
Nomenclature selon le Code International des acides aminés.  
N-gl = site de N-glycosylation 
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Dans la continuité de ce premier travail, nous avons cherché à identifier les 
déterminants des protéines F pouvant être responsables de ces différences de 
fusogénicité, par une analyse comparative des séquences entre les souches virales 
B2/CAN98-75 et A1/C-85473, par ailleurs homologues à 96%. Nous avons ainsi 
analysé ces séquences à la lumière des mutations rapportées dans la littérature 
comme affectant la fusogénicité des protéines F de hMPV (Tableau 5). Cette analyse 
ne nous a pas permis d’identifier de telles substitutions dans nos souches d’intérêt, 
d’autant plus que leurs phénotypes fusogéniques respectifs sont indépendants des 
variations de pH, à la différence de nombreuses des mutations décrites dans la 
littérature (Tableau 5). 
 
Parallèlement, le laboratoire VirPath a également développé une expertise dans 
l’étude des protéines virales de fusion, en particulier les protéines F des Paramyxovirus 
hPIV-5 et hPIV-2 (449, 450). Par ingénierie de ces protéines, les Drs Olivier Terrier et 
Manuel Rosa-Calatrava ont ainsi identifié différents déterminants viraux qui confèrent 
(i) une activité de fusion autonome (les virus hPIV ont normalement besoin d’un co-
facteur de fusion, la glycoprotéine HN) et (ii) un phénotype hyperfusogène aux 
protéines de fusion des virus hPIV-5 et hPIV-2 (449). Ces mutations 
d’hyperfusogénicité, en l’occurrence l’insertion d’acides aminés hydrophobes 
supplémentaires dans les régions heptad repeat A et B (HRA et HRB) de la protéine F 
du virus hPIV-5, ont permis de renforcer les interactions entre ces domaines et ainsi 
favoriser le processus de fusion membranaire.  
 
 Dans ce contexte, une collaboration a été mise en place entre les équipes du 
Dr Boivin et du Dr Manuel Rosa-Calatrava avec l’objectif d’étudier l’impact de telles 
mutations dans les domaines HRA et HRB (similaires à celles étudiées sur les virus 
hPIV) de la protéine F du hMPV, pour ainsi contribuer (i) à une meilleure 
compréhension des phénotypes divergents de nos souches cliniques d’intérêt 
(B2/CAN98-75 ou A1/C-85473) et (ii) au développement potentiel de stratégies 
antivirale et/ou vaccinale basées sur la protéine F. En première approche (initiée par 
un doctorant m’ayant précédé), la stratégie de remplacement d’acides aminés des 
domaines HRA ou HRB par des résidus hydrophobes a ainsi été privilégiée. Bien que 
les résultats aient été prometteurs en conditions d’expression transitoire cellulaire des 
protéines F modifiées, il ne m’a pas été possible de générer par génétique inverse de 
 77 
virus recombinants hMPV viables portant ces mutations hyperfusogéniques et ce, 
malgré plusieurs tentatives (résultats non publiés). 
À partir de ce constat, mon objectif de recherche a été recentré sur la 
caractérisation des résidus différentiels entre les souches cliniques B2/CAN98-75 et 
A1/C-85473, avec un focus particulier sur les domaines HRA et HRB, et d’en étudier 
l’impact éventuel sur le phénotype viral fusogénique in vitro. 
 Basé sur les techniques de mutagénèse dirigée et de génétique inverse, ce 
projet a nécessité la mise au point de tests d’évaluation de la fusion cellulaire, induite 
par la protéine F des virus hMPV recombinants. Outre le long processus de production 
de ces virus, ce projet a constitué un vrai défi du fait du peu d’outils disponibles pour 
l’étude de la protéine F du hMPV en condition d’infection.  
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3.1.2 Article 1  
Ce chapitre présente la publication intitulée « Mutations in the fusion protein 
heptad repeat domains of human metapneumovirus impact on the formation of 
syncytia », dont les auteurs sont Julia Dubois, Marie-Hélène Cavanagh, Olivier 
Terrier, Marie-Ève Hamelin, Bruno Lina, Rong Shi, Manuel Rosa-Calatrava et Guy 
Boivin. Cet article a été publié le 14 Juin 2017 dans le journal international à comité de 
lecture en langue anglaise Journal of General Virology. DOI : 10.1099/jgv.0.000796. 
 
Résumé 
Le métapneumovirus humain (hMPV) est un agent étiologique important des 
infections respiratoires virales. Le mécanisme par lequel sa protéine de fusion F est 
responsable de la variété d’effets cytopathiques in vitro reste non élucidé à ce jour. 
Dans cette étude, nous avons aligné les séquences des protéines F de deux souches 
cliniques B2/CAN98-75 et A1/C-85473, dont les phénotypes, faiblement fusogénique et 
hyperfusogénique respectivement, ont été décrit dans une publication précédente (2). 
Nous avons ainsi identifié les résidus amino-acides divergents au niveau des domaines 
fonctionnels heptad repeats A et B (HRA et HRB). Par génétique inverse, nous avons 
ensuite généré des virus recombinants en insérant les mutations N135T-G139N-
T143K-K166E-E167D dans le domaine HRA, et/ou K479R-N482S dans le domaine 
HRB, correspondant aux séquences du virus C-85473 interchangées par mutagénèse 
dans le fond génétique du virus CAN98-75. Nous avons ainsi cherché à connaitre 
l’impact de ces substitutions sur le phénotype et la fusogénicité des virus recombinants 
in vitro. Nous avons démontré que les 5 substitutions dans le domaine HRA 
augmentaient la fusogénicité du virus CAN98-75, en restaurant quasiment le 
phénotype du virus sauvage C-85473, alors que les substitutions générées dans le 
domaine HRB n’affectaient pas significativement la fusion cellulaire induite par 
l’infection. En conclusion, nos résultats soutiennent l’importance du domaine HRA pour 
la fusion amorcée par la protéine F du hMPV, nous avons identifié cinq résidus clés 
pour la formation de syncytia cellulaires, dont certains (K166E et/ou E167D) semblent 
contribuer particulièrement à l’instabilité de la forme pré-fusion, d’après notre 
modélisation in silico.  
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3.1.3 Discussion et perspectives de ce travail 
 
Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer les différences in vitro de 
phénotypes fusogènes des virus hMPV, telles que la dépendance au pH acide ou 
encore l’instabilité structurale de certaines protéines F. Si la susceptibilité au pH est 
discutable et pour le moins dépendante du type de souche virale (215), quelques 
études ont démontré l’implication de certains résidus chargés dans le mécanisme de 
fusion induit par la protéine F (Tableau 5).  
Nos résultats suggèrent que les résidus 135, 139, 143, 166 et 167 du domaine 
HRA sont responsables de la différence de phénotype observée entre les souches 
CAN98-75 et C-85473, alors que les résidus 479 et 482 du domaine HRB n’ont que 
peu d’influence sur les propriétés fusogènes de la protéine F. Sans modifier la capacité 
réplicative in vitro, la substitution de ces résidus dans le fond CAN98-75 (virus CAN98-
75-FHRA) induit en effet une augmentation de la fusogénicité du virus de près de 2 
fois, alors que la détection en surface cellulaire des protéines F est réduite. Dans notre 
précédente publication, la génération de virus chimériques CAN98-75/C-85473 pour la 
protéine F entrainait une inversion complète des phénotypes in vitro en termes de 
fusogénicité, mais aussi en termes de capacité réplicative (2). Ainsi, la substitution des 
cinq résidus spécifiques dans le domaine HRA nous a permis de dissocier le gain de 
fusogénicité de celui réplicatif, suggérant ainsi que d’autres acides aminés et/ou 
domaines de la protéine F seraient impliqués dans cet avantage réplicatif viral, 
contribuant également à l’hyperfusogénicité du virus C-85473.  
De manière complémentaire, la modélisation tridimensionnelle des formes de 
pré-fusion et de post-fusion de la protéine F de hMPV, nous a permis d’émettre 
l’hypothèse que les résidus identifiés du domaine HRA de la souche hyperfusogénique 
C-85473 pourraient être impliqués dans la déstabilisation de la forme de pré-fusion de 
la protéine. Cet effet pourrait être induit par la création d’oppositions de charges 
électrostatiques dans une région qui semble à l’inverse, être stabilisée via des liaisons 
hydrogènes dans le cas du virus CAN98-75. En revanche, il semble que la substitution 
de ces résidus d’intérêt n’entrainerait que peu de changements en termes de structure, 
d’hydrophobicité et/ou d’interactions au niveau de la forme post-fusion de la protéine F.  
De manière intéressante, une précédente étude, basée initialement sur une 
modélisation tridimensionnelle de la protéine F sous sa forme pré-fusion et la 
prédiction de région enrichie en acides aminés chargés, avait également rapporté 
l’importance de certaines interactions et contraintes électrostatiques pour expliquer 
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l’apparition de phénotype hyperfusogénique du hMPV (448). Cette étude de Chang et 
al. mettait particulièrement en avant trois acides aminés, en position 51, 54 et 56 dans 
la sous-unité F2 (Tableau 5). D’après le modèle tridimensionnel, ces résidus se situent 
au sein d’une cavité hydrophobe de la tête globulaire de la protéine dans sa 
conformation de pré-fusion et se positionnent à proximité d’autres acides aminés 
chargés du domaine HRA, notamment ceux que nous avons identifiés en position 163 
et 166. Il a été proposé que ce regroupement tridimensionnel d’acides aminés de la 
sous-unité F2 et du domaine HRA permette d’établir des interactions électrostatiques 
qui participeraient à la stabilité de la conformation de pré-fusion de la protéine F. 
Toutefois, dans cette étude, l’évaluation de l’impact des résidus 163 et 166 de HRA sur 
le phénotype hyperfusogénique n’avait pas été réalisée. Les auteurs avaient considéré, 
qu’étant donné le rôle du domaine HRA dans le repliement protéique de la F (Figure 
8), les résultats obtenus avec ces résidus 163 et 166 ne pourraient pas être clairement 
corrélés à une instabilité de la forme de pré-fusion et/ou à l’induction de la formation de 
la structure 6HB, responsable de la conformation post-fusion. Ainsi, de manière 
complémentaire à cette étude, nous avons confirmé l’impact du domaine HRA et des 
résidus d’intérêt identifiés dans l’instabilité de la forme de pré-fusion, à laquelle est 
associé le phénotype hyperfusogène des virus hMPV. De plus, la modélisation de nos 
mutants nous a permis d’identifier également le résidu 166 comme étant le ou un des 
acides aminés clé de ce phénotype hyperfusogène.  
 
Nos travaux ont ainsi contribué à construire un modèle d’étude pour mieux 
comprendre le mécanisme de fusion des protéines F des Paramyxovirus (hPIV) et 
Pneumovirus (hMPV), en mettant notamment en exergue l’importance structurale et 
fonctionnelle du domaine HRA pour le phénotype fusogénique in vitro de ces virus (1, 
2, 449, 450). Au regard de nos résultats et de la littérature concernant les capacités 
fusogéniques variables des protéines F en fonction de leur origine virale, plusieurs 
questions fondamentales restent cependant encore sans réponse:  
 
- Quel est l’effet in vivo de l’hyperfusogénicité de certains virus 
hMPV ?  
Comme rapporté dans la partie introductive 3.5, la corrélation entre la 
pathogénicité in vivo de certaines souches hMPV (mais aussi hRSV) et leur potentiel 
de fusion cellulaire n’a pas été établie, d’autant que peu d’études in vivo ont été 
menées sur des souches cliniques hyperfusogéniques (Tableau 4). Dans notre 
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précédente étude publiée, nous avons démontré en modèle murin des différences de 
pathogénicité entre les virus chimériques pour leur protéine F, associées à des 
différences concordantes en termes de gain réplicatif pulmonaire, de perte de poids et 
de profil histopathologique et d’induction de cytokines (2). Cependant, nous avons 
constaté que le remplacement de la protéine F avait non seulement un impact sur la 
fusogénicité virale mais également sur sa capacité réplicative in vitro. Aussi, nous 
pouvons proposer d’utiliser le virus CAN98-75 portant les cinq mutations 
hyperfusogéniques dans le domaine HRA (sans gain réplicatif associé), afin d’en 
étudier l’impact sur la pathogénicité en modèle murin, en comparaison du virus 
sauvage faiblement fusogène. Ces expérimentations pourront alors permettre de réunir 
d’autres éléments de réponse sur le lien entre hyperfusogénicité et pathogénicité in 
vivo.  
 
- L’instabilité de la protéine F, du moins sa forme de pré-fusion, a-t-
elle un impact sur son immunogénicité ?  
Un des enjeux de l’étude de la protéine F du hMPV, en tant qu’antigène 
principal de surface, consiste en la caractérisation structure-fonction de cette protéine, 
afin de mettre au point des stratégies vaccinales les plus efficaces possibles. 
Concernant le virus hRSV, plusieurs études ont démontré que la forme de pré-fusion 
de la protéine F permet d’induire les titres les plus élevés d’anticorps neutralisants en 
modèles animaux (souris, hamsters et cotton rats) (405, 451). En revanche, pour le 
virus hMPV, il semblerait que cette forme de pré-fusion ne soit pas aussi déterminante 
pour la mise en place de la réponse immunitaire. En effet, une étude très récente 
suggère que la spécificité des anticorps hMPV-neutralisants est divergente de celle 
des anticorps contre le hRSV et qu’ils semblent reconnaitre indifféremment des 
épitopes des formes de pré-fusion et de post-fusion (404). Etant donné la similitude de 
structure entre les protéines F du hMPV et du hRSV, ce différentiel est assez 
surprenant et nécessite d’ores et déjà d’être étudié plus précisément, afin de mieux 
caractériser les déterminants spécifiques de l’immunogénicité de la protéine F de 
hMPV. Toutefois, ces éléments pourraient suggérer que l’instabilité protéique apportée 
par la substitution des résidus HRA (135, 139, 143, 166 et 167) dans notre étude ne 
modifierait pas significativement l’immunogénicité de la protéine F. Néanmoins, ceci 
devra être confirmé, par exemple, par des tests de microneutralisation dans le cadre 
d’expériences d’infection du modèle murin avec le virus CAN98-75-FHRA. 
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3.2 Étude de la contribution des protéines G et SH dans la pathogénèse 
du hMPV en vue du développement d’un virus hMPV vivant atténué 
comme candidat vaccin 
3.2.1 Introduction 
Comme décrit précédemment en Partie 1, plusieurs stratégies vaccinales ont 
été envisagées contre le virus hMPV, dont la grande majorité demeure aujourd’hui 
encore à l’étape du développement pré-clinique (Tableau 4). L’ensemble des données 
accumulées à ce jour semble indiquer que la stratégie vaccinale basée sur les virus 
vivants atténués est la plus prometteuse, en particulier pour cibler les jeunes enfants.  
Malgré des résultats intéressants, notamment avec l’approche de la délétion de 
gènes viraux, il est nécessaire d’approfondir nos connaissances et d’explorer 
différentes voies d’optimisation des candidats vaccinaux en question, afin de 
développer et valider une stratégie non seulement la plus efficace, mais également la 
plus sécuritaire possible. C’est dans cet objectif que s’est inscrit la deuxième partie de 
mon travail de recherche doctorale. Il apparait de manière évidente qu’une grande 
partie des études menées sur les approches d’atténuation des virus hMPV (la totalité 
des études en ce qui concerne l’approche de délétion de gènes viraux) a été restreinte 
jusqu’à aujourd’hui à l’utilisation d’une seule souche virale : la souche A1/CAN97-83 
(Tableau 4). Bien que les premiers résultats obtenus dès 2004 en modèle animal aient 
démontré qu’il était possible d’utiliser un tel virus hMPV atténué, il n’y a pas eu depuis 
d’évaluation clinique de candidats vaccinaux délétés.  
Par ailleurs, et depuis ces travaux, de nombreuses études ont mis en évidence 
une grande variabilité génotypique et phénotypique entre les souches hMPV, 
notamment entre les lignages A et B (Tableau 1), sans que l’on comprenne pour 
l’instant l’impact d’une telle variabilité sur la pathogénèse des hMPV. Les 
questionnements portent en particulier sur les protéines SH et G qui sont des protéines 
non essentielles au hMPV, et dont les rôles exacts restent à définir. Il faut d’ailleurs 
noter la faible homologie de séquence de ces protéines entre les virus hMPV du 
groupe A et B (de 59 et 37 % respectivement), suggérant la possibilité de propriétés 
fonctionnelles très différentes pour ces protéines, selon les sous-types viraux.  
 
Dans ce contexte, la construction et la validation des systèmes de génétique 
inverse des souches cliniques B2/CAN98-75 et A1/C-85473 par l’équipe du Dr Boivin, 
en collaboration avec l’équipe du Dr Manuel Rosa-Calatrava, m’ont permis de mener 
une étude comparative de la délétion des gènes SH ou G entre les deux fonds 
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génétiques d’intérêt. Les objectifs de mon travail étaient donc de déterminer l’impact de 
la délétion de ces gènes sur (i) les effets cytopathiques in vitro et (ii) la pathogénèse in 
vivo, dépendamment du lignage viral, et selon les résultats obtenus, (iii) de proposer 
un (ou des) candidat(s) vaccinal(aux) atténué(s) à évaluer en modèle animal. Pour se 
faire, j’ai ainsi généré des virus recombinants délétés du gène SH (ΔSH) ou G (ΔG), 
que j’ai évalué en utilisant deux modèles d’études in vitro (cellules LLC-MK2 et 
épithéliums respiratoires humains reconstitués), tels que décrits dans le manuscrit 1 
présentés ci-après. Des expérimentations in vivo (souris BALB/c) sont en cours de 
finalisation, et les résultats déjà obtenus seront également présentés et discutés à la 
suite du manuscrit 1. 
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3.2.2 Manuscrit 1  
Ce chapitre présente le manuscrit intitulé « The strain-dependent differential 
impact of G and SH deletion provides new insight for the development of live-
attenuated HMPV vaccine candidates », dont les co-auteurs sont Julia Dubois, 
Andrés Pizzorno, Marie-Hélène Cavanagh, Blandine Padey, Bruno Lina, Marie-Ève 
Hamelin, Olivier Terrier, Manuel Rosa-Calatrava et Guy Boivin. Cet article est 
actuellement en cours de rédaction, dans l’attente de résultats expérimentaux de 
protection et de challenge infectieux en modèle animal, et sera soumis dans un journal 
international à comité de lecture en langue anglaise.  
 
Résumé 
 Etant donné la part importante du hMPV comme agent étiologique des 
infections aiguës des voies respiratoires, particulièrement chez les nourrissons, il est 
important de développer et de caractériser des modalités vaccinales efficaces contre le 
hMPV. Dans cette optique, les virus atténués, en particulier par la délétion de gènes 
viraux accessoires, tels que G ou SH, représentent une approche prometteuse, mais 
dont le développement n’a pas encore abouti en l’évaluation clinique de candidats 
vaccinaux.  
 D’autre part, les rôles des protéines G et SH ne sont pas encore complétement 
élucidés. De plus, ces 2 protéines sont faiblement conservées entre les groupes hMPV 
A et B, laissant présager des fonctions divergentes selon la souche virale considérée. 
Aussi, dans cette étude, nous avons délété les gènes G et SH du génome de 2 virus 
hMPV de sous-groupes différents (B2/CAN98-75 et A1/C-85473) et nous avons 
comparé leurs effets sur différentes caractéristiques virales dont leurs capacités (i) 
réplicatives, (ii) à lier et (iii) à pénétrer les cellules cibles et (iv) à induire la production 
de cytokines. Pour cela, nous avons utilisé les cellules LLC-MK2, couramment utilisées 
pour la production et l’étude du hMPV, mais aussi un modèle d’épithélium respiratoire 
humain reconstitué in vitro, utilisé pour la première fois dans le contexte de l’infection 
hMPV, à notre connaissance. Ce dernier modèle physiologique nous fournit des 
conditions expérimentales plus proches de celles de l’infection humaine avec les 
avantages d’un système in vitro et nous permet d’appréhender nos futures 
expérimentations d’immunisation en modèle animal murin avec les candidats 
vaccinaux sélectionnés dans cette étude. 
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Abstract 
Human metapneumovirus (HMPV) is a major pediatric respiratory pathogen causing 
mild to severe acute lower respiratory tract disease in children. Contrary to what has 
been observed for the fusion (F) protein, the two other viral surface proteins (small 
hydrophobic (SH) and attachment (G)) are not essential for viral replication. Still, G-
deleted (ΔG) HMPV recombinant viruses have been shown to induce partial attenuation 
in vivo, hence suggesting a potential as live-attenuated vaccine candidate. We 
previously described two HMPV strains issued from clinical samples (A1/C-85473 and 
B2/ CAN98-75), which differ in both their in vitro fusogenic phenotype and in vivo 
pathogenicity, in a partially F-dependent manner. In this study, we hypothesized that SH 
or G deletion could have a strain-dependent differential impact on virus biology. We 
thus generated recombinant wild type (WT), ΔSH or ΔG HMPV viruses in both A1/C-
85473 and B2/CAN98-75 backgrounds and compared their growth kinetics, cell binding 
and entry in LLC-MK2. We finally evaluated their infectivity and cytokine/chemokine 
induction profile in in vitro reconstituted 3D human airway epithelium. We observed 
that SH protein deletion differentially affects HMPV replicative capacity, pathogenicity 
and cytokine secretion depending of the viral background. On the other hand, G protein 
deletion induced significant deleterious effects on both CAN98-75 and C-85473 viruses, 
mainly in the physiologically adapted in vitro human airway epithelium model. Despite 
its attenuated phenotype, the ΔG-C-85473 recombinant still induced activation of the 
cellular response, raising the interest for further in vivo investigations to determine its 
potential as an HMPV live-attenuated vaccine candidate. 
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Introduction 
Human metapneumovirus (HMPV) is an important respiratory pathogen and a 
worldwide leading cause of acute respiratory tract infections (ARTI) among children, 
the elderly and immunocompromised individuals [1,2]. The clinical presentation of 
HMPV infections shares many features with that of another member of the 
Pneumoviridae family, the human respiratory syncytial virus (HRSV), ranging from 
mild respiratory clinical signs to severe bronchiolitis and pneumonia [3,4]. Although the 
seasonal morbidity, hospitalization rate, and even mortality associated with local 
outbreaks of respiratory viruses prompted the WHO to issue a directive prioritizing the 
development of novel vaccination strategies to prevent these ARTI, no licensed 
vaccines or specific antivirals against HMPV are currently available.  
HMPV viruses are phylogenetically divided into two main lineages (A and B), both of 
which are further divided into at least 2 sub-lineages (A1, A2a / A2b, B1 and B2) [5-8]. 
The HMPV genome is composed of a negative single stranded RNA molecule 
approximately 13 kb in length, containing eight genes that code for nine different 
proteins [9,10], three of which (F, G, SH) are surface glycoproteins. Whereas the F 
glycoprotein leads to both attachment and fusion of viral particles to the target cell [11], 
the exact role of the two remaining glycoproteins, G and SH, is still a matter of debate. 
Indeed, the HMPV F protein has been shown to bind not only the cellular integrin αVβ1 
receptor but also glycosaminoglycans (GAGs) such as heparane sulfate, hence being 
able to substitute the virus GAG-mediated attachment function once exclusively 
attributed to the G protein [12-15]. Nonetheless, a role of the G protein in modifying the 
host cell response to infection has also been suggested [16-18], given, for example, the 
increased stimulation of the retinoid-acid inducible gene 1 (RIG-I) signaling pathway 
observed as a result of infection with a recombinant HMPV virus lacking G protein 
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(ΔG), leading to increased NF-κB activation and enhanced cytokine secretion [16]. On 
the other hand, the SH protein has been shown to impact the NF-κB pathway during 
infection [19], and also to form a viroporin complex at the cell membrane, although the 
purpose of such a structure is not yet clear [20].  
The G and SH proteins have long been considered as “accessory” proteins for not being 
essential for HMPV viral replication [21], as shown by recombinant HMPV viruses 
lacking either G, SH or both of these proteins that replicate efficiently in vitro and in 
vivo [22]. Moreover, the weak contribution of G and SH to viral antigenicity, as well as 
the viral attenuation induced by the deletion of the G protein but not in the case of SH 
led to the consideration of these modified viruses as potential live-attenuated vaccine 
candidates [21,23]. However, the reach and significance of the conclusions issued from 
these reverse genetics studies is nuanced by the fact that they are all based on the same 
prototypical HMPV backbone, notably CAN97-83 from A2 sub-lineage. In that regard, 
many  HMPV subtypes co-circulate each year worldwide, bearing high genetic diversity 
among strains of the A and B subtypes, particularly in the case of the least conserved 
viral proteins G and SH, with approximately 37 % and 59 % and amino acid sequence 
homology, respectively [5,9].  
We previously demonstrated that modifications in the HMPV F protein yielded 
divergent results in terms of in vitro phenotype and in vivo pathogenesis, depending on 
the viral genetic background evaluated [24,25]. Considering this, we used in this study 
reverse genetics and gene deletion approaches to compare the functional impact of the 
deletion of G and SH on two HMPV strains belonging to the A1 or B2 subtypes, C-
85473 or CAN98-75, respectively. The observed differences in viral replicative 
capacity, binding and entry properties in vitro, as well as in infectivity and pathogenesis 
in human reconstituted airway epithelium, provide new insight on the importance of 
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both genetic background and specific surface glycoprotein in the pathogenesis and 
protective potential of attenuated HMPV strains. 
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Materials and methods  
Cells  
LLC-MK2 cells (ATCC CCL-7) were maintained in minimal essential medium (MEM) 
(Life Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Wisent) and 10 
mM HEPES (Sigma). BSR-T7/5 cells (a gift from Dr Ursula Buchholz at the NIAID in 
Bethesda, MD) were cultured in MEM supplemented with 10% FBS, 1% Non-essential 
amino acids (NEAA) (Life Technologies), 10 mM HEPES (Sigma), 1% 
penicillin/streptomycin (Wisent) and 0.2 mg/ml geneticin (G418, Life Technologies) to 
select T7 polymerase expressing cells.  
 
Recombinant viruses rescue 
pSP72 plasmids (Promega) encoding the full-length genomic cDNA of HMPV 
B2/CAN98-75 or A1/C-85473 strains (GenBank accession numbers: AY145289.1 and 
KM408076.1, respectively) were constructed as previously described [24]. Briefly, 
cDNA was generated using the Superscript II reverse transcriptase (Life Technologies) 
and integrated in a pSP72 plasmid in which T7 terminator, hepatitis delta virus (HDV) 
ribozyme and T7 promoter were added. To monitor viral rescue, the GFP gene was 
integrated in 3’-end of HMPV antigenome, between the antigenomic Leader sequence 
and the N gene, flanked by the N gene start region and the F gene end region of the 
respective strains. The N, P, L, and M2-1 ORFs of CAN98-75 were cloned in the 
multiple cloning site of pTNT vector (Promega) to create supporting protein plasmids 
for the virus rescue. BSR-T7 cells were co-transfected with the HMPV antigenome 
constructions plus the 4 supporting plasmids using Lipofectamin 2000 (Life 
Technologies) for 7 h, then the medium was replaced by OptiMEM (Life Technologies) 
+ 1% NEAA. Transfected cells were incubated at 37°C and 5% CO2 until GFP 
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expression was observed using fluorescent microscopy. At this point, LLC-MK2 cells 
were added to the transfected BSR-T7 cells and co-cultured for 2 to 3 days at 37°C and 
5% CO2 with the addition of fresh trypsin (0.0002%) after two days. When green cells 
appear, cells were harvested, sonicated and centrifuged. The supernatant was then 
diluted into infection medium (OptiMEM + 0.0002% of trypsin) and inoculated onto 
confluent LLC-MK2 monolayers. The virus was cultured until cytopathic effects (CPE) 
appeared and several passages were done the same way for virus amplification. The 
recombinant GFP-expressing viruses (rHMPV) were finally concentrated by 
centrifugation for 2 h at 100 000 x g at 21°C using a Beckman-Coulter Optima L-90K 
ultracentrifuge, resuspended in OptiMEM and stored at -80°C. Viral stocks were titrated 
in Focus Fluorescent Unit (FFU) per ml, as described in [25] or by 50% tissue culture 
infectious doses (TCID50) / ml [26]. 
To generate G- or SH-deleted recombinant viruses, the plasmid corresponding to 
B2/CAN98-75 or A1/C-85473 HMPV antigenome were amplified with Phusion DNA 
polymerase (New England Biolabs) using primers designed to match with the 3’ and 5’ 
region of either SH or G gene, taking care to conserve an intergenique sequence 
between flanking genes (as represented in Figure 1). The primers used are listed in 
Table 1. After amplification, linear DNA was phosphorylated and ligated by T4 Ligase 
to obtain the shortened HMPV antigenome. All plasmids were sequenced completely 
prior to further use. Reverse genetics were done as previously described to generate 
ΔSH-C-85473, ΔG-C-85473, ΔSH-CAN98-75 and ΔG-CAN98-75 HMPV viruses. 
 
In vitro replication kinetics assay 
Confluent monolayers of LLC-MK2 cells in 24-wells plates were washed twice with 
PBS, infected with recombinant HMPV viruses at an MOI of 0.01 and incubated at 
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37°C for 1.5 h. Inoculum was then removed and replaced by fresh infection medium. 
Supernatants of three infected wells were harvested every 24 h for 7 days and stored at -
80°C. Trypsin (0.0002%) was added in remaining infected wells every other day. End-
point titrations were performed on all samples to determine viral titers reported as 
TCID50/ml. 
 
In vitro virus-cell binding assay 
LLC-MK2 cells were seeded in 48-wells plate a day prior use. The day of infection, 
cells were washed with cold phosphate-buffered saline (PBS) and placed on ice. 
Recombinant viruses were then inoculated at MOI 0.5 during 3h, 2h, 1h and 30 min 
before inoculum removal and replacement by fresh infection medium. The plate was 
then incubated at 37°C and 5% CO2. After 24 h, cells were detached using trypsin, 
centrifuged and fixed using 2% formaldehyde for 30 min. The percentage of GFP 
positive cells over 1x104 total cells, meaning that virus had time to bound to the cell, 
was measured by flow cytometry using a Becton Dickinson FACSCantoII analyzer with 
FACSDiva software. Data were analyzed using FlowJo software (Tree Star, Inc.) and 
values were normalized to virus inoculum for each virus. 
 
In vitro virus cell entry assay 
Adapted from [27], confluent LLC-MK2 cells in 48-wells plate were placed on ice for 5 
min and washed once with cold PBS before addition of virus at an MOI of 0.5. Binding 
of virus to cells proceeded for 2 h on ice until the inoculum was removed and replaced 
by fresh infection medium. Cells were incubated at 37°C and 5% CO2 to allow virus 
entry into cell for indicated times (5 min, 30 min, 1 h or 2 h) and, at the end of each time 
period, medium was removed and then 250 ul of citrate buffer was added to each well 
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(40 mM sodium citrate dihydrate, 10 mM potassium chloride, 135 mM sodium chloride, 
pH 3.0) during 2 min to inactivate any remaining extracellular virus. Cells were then 
washed by PBS at room temperature once before addition of new infection medium and 
incubated as described earlier for 24 h. Infected cells were counted by GFP detection in 
flow cytometry, similar to the binding assay protocol described. As binding capacity of 
SH-/G- deleted virus has been shown in this study to be different, values were 
normalized for each virus to a condition where we did not inactivate bound viruses 
(corresponding to a maximal binding condition). 
 
Infection of reconstituted human airway epithelium  
In vitro MucilAir™ healthy human airway epithelium (HAE) was purchased from 
Epithelix. Prior to infection, the air-liquid interface of HAE was cautiously washed in 
PBS. Then, 103 FFU (MOI: 0.1) were added onto ciliated cells and incubated for 1 h at 
37°C and 5% CO2 before inoculum was removed. After 5 days of infection, we 
captured images of infected epithelium in fluorescent microscopy. The air-liquid 
interface was cautiously washed with 100 ul of OptiMEM to perform titration of viruses 
excreted by the epithelium and the basal medium was also collected for the 
quantification of 27 cytokines and chemokines using BioPlex Pro kit assay (BioRad).At 
the same time, the epithelium was lysed in RLT buffer and scraped to extract total RNA 
with RNeasy minikit (Qiagen). 
 
Real-time RT-PCR  
The total RNA extracted from infected HAE lysates was randomly reverse transcribed 
using SuperScriptII RT (Invitrogen) at 42°C. Then, amplification of HMPV N gene was 
performed by quantitative PCR using SYBR Green qPCR Master Mix (Agilent, Santa 
 104 
Clara, CA, USA). The forward primer was 5’-
AGAGTCTCAATACACAATAAAAAGAGATGTAGG-3’ and the reverse primer was 
5’-CCTATCTCTGCAGCATATTTGTAATCAG-3’. The calibration of HMPV N 
copies quantification was assessed by amplification of a plasmid kindly provided by Dr 
Ab Osterhaus.  
 
Statistical analysis 
Two-way ANOVA’s with Dunnett post-tests were used to compare data of recombinant 
ΔSH and ΔG HMPV to their corresponding WT virus. All statistical analyses were 
performed using GraphPad Prism 5. 
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Results 
Generation and in vitro replication of G- or SH-deleted HMPV recombinant 
viruses. 
We used the same reverse genetics strategy described in our previous study comparing 
the HMPV B2/CAN98-75 and hyperfusogenic A1/C-85473 clinical strains [24], to 
generate six new GFP-expressing recombinant viruses, including three A1 strain-
derived (rC-85473-WT, ΔG-C-85473 and ΔSH-C-85473) and three B2 strain-derived 
(rCAN98-75-WT, ΔG-CAN98-75 and ΔSH-CAN98-75). All six viruses were 
successfully rescued in co-cultured BSR-T7/5 and LLC-MK2 cell (Figure 1). 
We then assessed the replicative capacity of each recombinant virus in LLC-MK2 cells 
(MOI 0.01) over a 7-day period (Figure 2). While the rCAN98-75-WT virus peaked at 
8.95 x 105 TCID50/ml on day 4 post infection (pi), the ΔSH-CAN98-75 counterpart 
showed reduced replication from as early as day 2 pi, with a 24 h delay to reach peak 
titers (1.95 x 105 TCID50/ml). This attenuated phenotype was even more evident for the 
ΔG-CAN98-75 virus, for which the highest viral titer measured was 5.7 x 104 
TCID50/ml on day 7 pi (Figure 2A). This differential replication among the three 
CAN98-75 variants were clearly visible by fluorescent microscopy on day 3 pi, notably 
considering both the extent of viral spread and the number of CPE-characteristic 
rounded cells (Figure 2B). Of note, the important deficiency in viral spread and 
replication of the ΔG-CAN98-75 virus, constituted a major limitation to our ability to 
produce concentrated virus stock preparations, which required a higher number of 
passages in cell culture.  
On the other hand, no significant differences were observed in the replicative capacities 
of the three C-85473-derived recombinant viruses (Figure 2C). While peak viral titers 
of  ̴1 x 105 TCID50/ml were reached for both the C-85473-WT and ΔSH-C-85473 
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viruses at day 4 pi and sustained until day 6 pi, maximum values remained slightly 
lower in the case of the ΔG-C-85473 virus (3.88 x 104 TCID50/ml). In terms of viral 
spread and CPE, both the ΔSH-C-85473 and ΔG-C-85473 viruses were comparable to 
the C-85473-WT by fluorescent microscopy, with the three of them showing the 
hyperfusogenic phenotype already associated with the C-85473 background (Figure 
2D) [24,25].  
Altogether, these results indicate a differential effect of G and SH deletion on viral 
replication, depending on the HMPV strain. Whereas these deletions seem to have low 
impact on the C-85473 strain, ΔG-CAN98-75 HMPV and, to a lesser extent ΔSH-
CAN98-75 HMPV, are significantly attenuated in LLC-MK2 cells.  
 
Both viral binding and entry to host cells are differently affected by G and SH 
deletions depending on the HMPV background 
Considering the role of “attachment protein” previously attributed to the G protein, we 
next evaluated the impact of its deletion -and also that of SH- on the binding and entry 
of the recombinant viruses to LLC-MK2 cells (MOI 0.5) through the detection of viral 
GFP by flow cytometry over the first 3 hpi (Figure 3). While the rCAN98-75-WT virus 
showed progressive binding kinetics, with 15 %, 25 %, 42 % and 68 % GFP-positive 
cells at 30, 60, 120 and 180 min after contact, respectively, ΔSH-CAN98-75 showed 
faster binding in the first 60 min, yet achieving a plateau of 47 % by 60-120 min. Not 
surprisingly, the deletion of the G protein significantly hampered the binding capacity 
of the ΔG-CAN98-75 virus, with a mean of ̴10 % GFP-positive cells all throughout the 
duration of the experiment (Figure 3A). As in the case of replicative capacities 
described above, no significant differences were observed among the three C-85473- 
derived viruses, which overall showed binding curves comparable to that of the 
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CAN98-75-WT virus, yet with lower maximum values at 180 min : 43 % for rC-85473-
WT, 57 % for ΔSH- and 54 % for ΔG-C-85473 vs 68 % for rCAN98-75-WT viruses 
(Figure 3B).  
We then used a similar approach to investigate potential differences in the capacity of 
the recombinant viruses to enter LLC-MK2 cells (Figure 4). Considering the reduced 
binding capacity of SH- and G-deleted CAN98-75 viruses, measured values were 
normalized to those of the condition in which maximum binding for each virus is 
achieved. While only 13 % and 43 % of attached virions effectively infected the cells 60 
and 120 min after removal of the non-attached inoculum, respectively, in the case of 
CAN98-75-WT, only 8 % and 24 % of ΔSH-CAN98-75 viruses were detected at the 
same time points. Conversely, the ΔG-CAN98-75 virus was able to infect 25 % of cells 
within the first 5 min, compared with ˂5 % for the WT and ΔSH counterparts at the 
same time, reaching a plateau of 40 % by 30 min (Figure 4A).  
Viral entry did not seem to represent a major a limiting factor for the three C-85473-
derived viruses, which showed comparable kinetics in the first 60 min (Figure 4B). 
However, although the tendency of the entry curves was still comparable for the last 60 
min, ΔSH and ΔG showed significantly improved relative entry values compared to the 
WT (66 % and 79 % vs 58 %, respectively).  
 
Altogether, our results suggest a detrimental impact of SH and G deletion on both virus 
binding and entry in the recombinant CAN98-75 HMPV background, which is in 
accordance with attenuated viral replication observed in Figure 2A. Conversely, SH 
and G deletion seemed to induce a mild beneficial effect on both parameters for the C-
85473 strain, hence highlighting once again the strain-dependent differential effect of 
the viral surface proteins.  
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G- and SH-deleted viruses harbor different replicative properties in reconstituted 
human airway epithelium (HAE) 
To further characterize the G- and SH-deleted viruses in more biologically relevant 
conditions, we performed experimental infection in a 3D reconstituted airway 
epithelium model derived from human primary bronchial cells (MucilAir® 3D, 
Epithelix). This model is well adapted to the physiology of the human airway 
epithelium, given its stratified architecture, differentiation level, air-liquid interphase, 
and mucociliar activity. Infections with the recombinant viruses were performed at MOI 
0.5, and the progress of infection was followed-up by GFP observation in fluorescence 
microscopy. Irrespective of the viral background (CAN98-75 or C-85473), differences 
between the G- and SH-deleted viruses and their WT counterparts were clearly visible 
by day 5 pi (Figure 5A-B). Interestingly, the ΔSH-CAN98-75 virus appeared to infect 
HAE more efficiently than CAN98-75-WT, whereas, on the other hand, the ΔG-
CAN98-75 showed only few scattered infected cells, then exacerbating the attenuated 
phenotype previously observed in LLC-MK2 cells (Figure 5A). These observations 
were in line with a differential loss of epithelial barrier integrity, indirectly measured by 
the trans-epithelial electric resistance (TEER) values, which were reduced by 40 % in 
the ΔSH-CAN98-75, compared to the CAN98-75-WT (Supplementary Table 1). The 
ΔSH-C-85473 also seemed to better infect HAE than its WT counterpart, although the 
visual difference is less evident than in the case of CAN98-75-derived viruses (Figure 
5B). Moreover, the ΔG-C-85473 virus was significantly attenuated in terms of its 
infectivity in HAE, which had not been observed during replication kinetics 
experiments in LLC-MK2 cells. Interestingly, measured TEER values showed a greater 
loss of epithelial integrity induced by C-85473-WT virus infection than by ΔSH-C-
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85473 and ΔG-C-85473 viruses, which respectively induced little and no integrity 
decrease (Supplementary Table 1).  
 
To validate the fluorescence microscopy observations and TEER measurements, we 
next quantified the replication of the HMPV recombinant viruses in the HAE model by 
measuring the N gene copy numbers in apical surface washes and also within infected 
cells, recovered after inducing the lysis of the whole HAE on day 5 pi (Figure 5C-D). 
In accordance with our observations, apical HAE washes showed increased viral release 
in both ΔSH viruses compared to their respective WT counterparts, with more than 1-
log increase in N gene copy numbers for CAN98-75 (p < 0.001) and 2.7-fold increase 
for C-85473 (p < 0.05) (Figure 5C). Although not statistically significant, we also 
measured higher N gene copy numbers in the apical surface of HAE infected with the 
ΔG-CAN98-75 virus, compared to the CAN98-75-WT (Figure 5C), which is not in line 
with fluorescence microscopy observations and may suggest the presence of a high level 
of non-infectious viruses or viral genetic material “trapped” in the HAE surface. On the 
contrary, the number of ΔG-C-85473 N gene copies in apical HAE washes was below 
the detection limit (Figure 5C). Finally, mean N gene copy numbers in lysed infected 
HAE were overall 1-3-log higher than those measured in apical washes, with relative 
differences among viruses being conserved for 5 out of the 6 recombinants tested 
(Figure 5D). In the case of ΔG-CAN98-75, N copy numbers were significantly reduced 
in cell lysates, compared to the WT, in line with the fluorescent microscopy 
observation, which might suggest a reduced infectivity of HAE and concomitant low 
replication level in cells.  
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G- and SH-deleted viruses differentially induce cytokine and chemokine secretion 
in reconstituted HAE  
As a complement to viral replication, we used a multiplexed bead assay to investigate 
the cytokine and chemokine secretion profile of the recombinant viruses, released at the 
basal pole of the HAE (Figure 5E and Supplementary data 1). Overall, infections with 
either of the WT recombinant viruses showed an almost identical cytokine/chemokine 
expression profile, exemplified by a strong secretion of, among others, IP-10 (also 
CXCL10), RANTES (also CCL5), MCP-1 (or CCL2), IL-8, TNF-α, IL-1Ra, IFN-γ and 
GM-CSF. Interestingly, SH or G deletion induced specific cytokine/chemokine 
expression profiles, depending on the genetic background. Both ΔG viruses 
systematically showed reduced cytokine/chemokine expression levels than their WT 
counterparts, except for TNF-α and IL-1Ra (comparable levels) and GM-CSF 
(significant increase) in the case of the ΔG-C-85473 recombinant, which seemed to 
activate the cellular response despite its attenuated phenotype. Of note, mean expression 
levels were very low (and even undetectable) in the case of ΔG-CAN98-75, probably 
related to its quite limited infection rate in HAE. Moreover, SH deletion induced lower 
RANTES, MCP-1, IL-8 and IFN-γ expression levels in both genetic backgrounds, and 
also reduced IP-10 and TNF-α and increased GM-CSF for the ΔSH-CAN98-75 
recombinant, compared to their WT counterparts. This reduction on IP-10 and TNF-α is 
rather surprising, considering the increased infectivity of the ΔSH-CAN98-75 variant in 
HAE, and that they are the two most highly expressed cytokines following infection 
with both WT HMPV viruses. IL-1Ra expression levels were not affected by SH 
deletion. Of note, although we would have expected to see differences in other 
cytokines such as IL-2 or IL-12, which have been previously shown to be induced by 
HMPV infection, the expression level of these cytokines in the HAE model were quite 
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low, hence hampering appropriate comparison (Supplementary data 1). In total, our 
results put in evidence the role of the viral genetic background on the differential host 
cell responses to infection with G- or SH-deleted HMPV viruses.  
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Discussion 
Although HMPV and HRSV represent an important public health burden mainly in 
pediatric patients, neither a vaccine nor an effective antiviral is currently available. 
After the enhanced disease syndrome induced by the inactivated HRSV vaccine [28], 
the failure of the formalin-inactivated HMPV vaccine in animal models [29], and the 
recent of over-attenuation of a chimeric HMPV-Pa vaccine in seronegative children 
[30], live-attenuated vaccines have shown interesting and promising outcomes, 
particularly when it comes to attenuation conferred by G or SH gene deletion [21,31]. 
However, certain knowledge gaps in the biology of these potential candidates 
underscore the need for a more extensive evaluation.  
Considering the variability among G and SH genes of different HMPV lineages and the 
very limited data on the specific function of these two surface glycoproteins, we sought 
to compare the strain-related contribution of G and SH to HMPV infectivity and 
pathogenesis, and discuss the potential implications for the design of vaccine 
candidates. We therefore used reverse genetics to generate HMPV recombinant WT 
viruses from the A1/C-85473 and B2/CAN98-75 and background as well as variants in 
which the G or SH genes were deleted. We observed that viral replication in LLC-MK2 
cells was significantly diminished when G, and to a lesser extent SH, were deleted from 
the CAN98-75 virus (Figure 2A). Conversely, no significant attenuation was observed 
as a result of G or SH deletion in the C-85473 genetic background(Figure 2C), in line 
with a previous study demonstrating the “accessory role” of these two genes for the in 
vitro replication of another A lineage virus, A2/CAN97-83 [21]. This initial observation 
of a distinct phenotype between A and B viruses (A1/C-85473 and A2/CAN97-83 vs 
B2/CAN98-75) suggests that HMPV genetic background might play a role on the 
impact of gene deletion on viral fitness.  
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Although multiple studies have shown that the HMPV F protein is fully able to perform 
cell binding and virus entry when G glycoprotein is absent [11,14,15], the latter is still 
considered the viral attachment protein. In that regard, we investigated the binding and 
entry abilities of the four deleted recombinant viruses and compared them to those of 
their WT counterpart. As anticipated after in vitro growth assays, we confirmed that G 
deletion strongly impaired the binding ability of the CAN98-75 virus (Figure 3A), yet 
without compromising its capacity to penetrate into the host cell (Figure 4A). These 
results confirm the major role of the G protein for cellular attachment of the CAN98-75 
virus, which cannot be efficiently overtaken by the F protein. On the other hand, results 
obtained in the C-85473 background clearly demonstrated the negligible effect of G or 
SH deletions both in terms of replicative capacity and virus-cell binding/entry (Figure 
3B-4B). We previously described that one major difference between the two HMPV 
strains CAN98-75 and C-85473 resided in their in vitro fusogenic phenotype, with the F 
protein being identified as the main responsible for this divergent fusogenicity profile 
[24,25]. We then believe that while the less fusogenic CAN98-75 virus is more 
dependent on its G protein for virus-cell attachment, the enhanced fusogenicity of the C-
85473 F protein probably buffers the functional impact of the lack of the G protein on 
the viral envelope. Indeed, the differential profile exhibited by the two WT viruses, with 
an improved capacity of the CAN98-75 virus to bind LLC-MK2 cells (Figure 3) but 
enhanced penetration in the case of the C-85473 virus (Figure 4), strengthens our 
hypothesis.  
Since the specific function of the SH protein remains a matter of debate, characterizing 
its impact on HMPV pathogenesis constitutes a considerable challenge. Although the 
deletion of SH had a mild effect on virus-cell binding or entry in both C-85473 and 
CAN98-75 backgrounds (Figure 3-4), a fast binding yet with limited entry was 
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observed for the ΔSH-CAN98-75 virus. A possible explanation for this observation 
could be that the deletion of the SH gene entails a shift of the G gene upstream the viral 
genome transcriptional gradient, with the resulting increased gene expression. If the 
excess G protein synthesis compared to the WT virus disrupts the balance between the 
attachment function of the G and the comparatively low fusogenicity of the F protein at 
the viral surface, this could negatively affect the early stages of the CAN98-75 viral 
cycle. Likewise, we cannot rule out a more “steric” negative effect of the SH deletion 
on the G-F interaction.   
The evaluation of the G- and SH-deleted viruses in a more physiological context such as 
the reconstituted HAE yielded interesting differences in terms of infectivity when 
compared to the profiles observed in LLC-MK2 cells, especially in the case of the ΔG-
C-85473 virus. Indeed, despite its apparent unaffected replication in LLC-MK2 cells, 
the spread of the ΔG-C-85473 recombinant in the HAE was much more restricted to 
focal area than those of the WT or ΔSH-C-85473 viruses (Figure 5B). A recent HRSV 
study showed a similar divergence on the contribution of the G protein to virus-cell 
binding between the prototype A2 subtype strain and a currently circulating virus one, 
and also when comparing infections in different cell lines [27]. The authors further 
demonstrated that this difference was due to the specific viral F protein and cellular 
GAG configuration. We therefore propose that the stratified nature and surface receptor 
configuration of the reconstituted HAE, combined with the presence of cilia and mucus, 
impose a significantly more limiting environment for an effective infection with a G-
deleted HMPV virus. 
The enhanced replication and spread in HAE displayed by both ΔSH viruses, compared 
to the respective WT counterparts, contrasts with the mildly attenuated phenotype of the 
ΔSH-CAN98-75 in LLC-MK2 cells. Although the significantly enhanced virulence of 
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this virus is clearly evidenced by fluorescent microscopy with steep decrease of HAE 
integrity (TEER) after infection, the latter is not evident in C-85473 background. 
Further characterization studies on the specific function of SH are necessary to explain 
these observations. 
We also demonstrated the utility of the HAE infection model to provide further insights 
on the pathogenicity of HMPV strains. Overall, while G and SH deletion negatively 
affected IFN-γ, MCP-1 and IL-8 secretion compared to infection with the WT strains, 
TNF-α and IL-1Rα induction remained unchanged. These two cytokines are therefore 
associated to the host cell response to an effective HMPV infection, regardless of the 
virus G and SH configuration and the extent of infection. As for strain-related 
differences, the viral attenuation induced by SH deletion in the C-85473 virus does not 
seem to affect IP-10 or RANTES secretion, as observed in the CAN98-75 background 
(Figure 5), which may suggest a role of the F protein in this specific response. The GM-
CSF expression profile is also worth mentioning, since it is the only cytokine that is 
significantly over-expressed in relation to the respective WT viruses, notably in the case 
of ΔSH-CAN98-75 and ΔG-C-85473. Although usually associated with the recruitment 
and maturation of macrophages [32], a few contradictory studies have recently 
discussed its potential role in the exacerbation of inflammation [33-35]. 
To conclude, our study provides compelling evidence on the variable function of 
HMPV G and SH proteins and its dependence on the viral background. More 
specifically, our results highlight the interest of the G deletion strategy in an 
hyperfusogenic background like C-85473 for live-attenuated vaccine development, 
given not only the immunogenic potential coupled with the marked attenuation in HAE 
of the ΔG-C-85473 recombinant, but also its effective replication in the LLC-MK2 
production cell line. Whereas further evaluation in animal models will constitute the 
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next step in the validation of ΔG (and/or ΔSH) live-attenuated vaccine candidates, the 
use of reconstituted HAE from donors affected with asthma or chronic respiratory 
illnesses could also be of interest to investigate the role of comorbidities as risk factors 
for HMPV severity. 
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Figures legend 
Figure 1: Construction of recombinant HMPV viruses. Schematic representation of 
the genome of the 6 recombinant GFP-expressing viruses: rCAN98-75 is the wild-type 
strain from which we made SH deletion (ΔSH-CAN98-75) or G deletion (ΔG-CAN98-
75). A similar procedure was followed with the strain rC-85473 and its corresponding 
deletants ΔSH-C-85473 and ΔG-C-85473. A focus was represented on rCAN98-75 
genome to locate the position of primers (arrow, Table 1) used for deletion strategy. GS: 
Gene Start. GE: Gene End. IG: intergenique sequence. 
 
Figure 2: In vitro replicative capacity of recombinant HMPV strains. LLC-MK2 
monolayers in 24 well-plates were infected with 6 rHMPV strains (A-B with CAN98-75 
viruses ; C-D with C-85473 viruses) at an MOI of 0.01. Supernatants were harvested 
every 24 h for 7 days, frozen, sonicated and titrated as  TCID50 / ml on LLC-MK2 cells. 
(A-C) Growth curves represent titrations of 2 independent experiments, each time point 
titrated in triplicate. (B-D) Observations of infected monolayers with fluorescent 
microscopy at 3 days post-infection. Statistical analysis was performed using Repeated 
Measures Two-way ANOVA and compared each ΔSH/ ΔG virus to its WT strain. ** p 
< 0.01 and ***, p < 0.001. 
 
Figure 3: SH and G proteins contribute differently in binding of recombinant 
CAN98-75 and C-85473 HMPV. Binding kinetics of WT, ΔSH and ΔG HMPV from 
CAN98-75 (A) and C-85473 (B) backgrounds in LLC-MK2 cells as determined by GFP 
detection in flow cytometry. Values were normalized to virus inoculum for each virus.*, 
p < 0.05, ** p < 0.01 and ***, p < 0.001 comparing each ΔSH/ ΔG virus to its WT 
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strain using Repeated Measures Two-way ANOVA. Data are shown as means ± SEM 
and represent the combined results of duplicate in two independent experiments. 
 
Figure 4: Contribution of SH and G protein in entry of recombinant CAN98-75 
and C-85473 HMPV. Entry kinetics of WT, ΔSH and ΔG HMPV from CAN98-75 (A) 
and C-85473 (B) backgrounds in LLC-MK2 cells were determined by GFP detection in 
flow cytometry, using an acid wash protocol as described in Materials and Methods. 
Values were normalized to maximum bound viruses for each condition.*, p < 0.05, ***, 
p < 0.001 comparing each ΔSH/ ΔG virus to its WT strain using Repeated Measures 
Two-way ANOVA. Data are shown as means ± SEM and represent the combined 
results of duplicate in two independent experiments. 
 
Figure 5: Reconstituted airway epithelium infected by recombinants HMPV 
strains differed in infectivity, viral growth and cytokines secretion profiles. 
MucilAir™ epitheliums from healthy donors were infected with rHMPV strains at an 
MOI of 0.1. (A-B) Photographs of infected ciliated cells were done by fluorescent 
microscopy 5 days pi. Viruses from epithelium wash (C) and cell lysates (D) were 
quantified by RT-qPCR following the protocol described in Material and Methods. (E) 
Human cytokines / chemokines detection was performed from basal medium of each 
infected epithelium using a multiplex assay. Results of selected cytokines, i.e. the more 
expressed ones amongst 27 detected, are shown. *, p < 0.05, ***, p < 0.001 comparing 
each ΔSH / ΔG virus to its WT strain using Repeated Measures Two-way ANOVA. 
Data are shown as means ± SEM and represent experimental duplicate. Others 
cytokines results are shown in Supplementary Figure 1. 
 
 124 
Supplementary figure 1. In vitro reconstituted HAE infected by recombinant 
HMPV strains differed cytokine secretion profiles.  
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Figure 5 
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Figure 5 (suite) 
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Table 1 – List of primers used for gene deletion 
Gene 
deletion 
Virus 
background 
5’ – 3’ Forward 5’ – 3’ Reverse 
ΔSH A1/C-85473 GGGACAAGTAGTTATGGA ACTCTGATGTGTTTTTACTAAC  
ΔSH B2/CAN98-
75 
GGGACAAGTGGCCATG ATTCTATTTATTTTTTACTAACTT
AAGTAAGCTT 
ΔG A1/C-85473 GAGACAAATAACAATGGAT
C 
ATATTATTGTTTTTACTTCTTAA
ATT 
ΔG B2/CAN98-
75 
GGGACAAATAACAATGGAT
CCGTTTGTGAATCC 
ATTTTCTTGTTTTGTATTACTCAG
TGATTG 
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Supplementary materials 
Supplementary Table 1 – Trans-epithelial electric 
resistance (TEER) values of infected HAE (day 5) 
Recombinant virus TEER value (Ω) 
CAN98-75-WT 1112 
ΔSH-CAN98-75 683 
ΔG- CAN98-75 1266 
C-85473-WT 730 
ΔSH-C-85473 1058 
ΔG-C-85473 1293 
 
 
 
 
 133 
Supplementary figure 1 
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Supplementary figure 1 (suite) 
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3.2.3 Résultats préliminaires in vivo, discussion et perspectives de ce travail 
 
 Comme mentionné dans la partie 1, les glycoprotéines G et SH des virus hMPV 
et leurs fonctions ont été peu décrites dans la littérature jusqu’à maintenant. Des 
études ont cependant démontré (i) qu’elles sont très peu conservées entre les groupes 
viraux ; (ii) qu’elles ne présentent pas de propriété immunogénique suffisante pour une 
immunisation efficace contre hMPV ; (iii) qu’elles sont accessoires pour la réplication 
virale in vitro et in vivo et que (iv) leur délétion peut conférer une atténuation virale in 
vivo, dans le cas de la protéine G (207, 242). D’autres études ont par ailleurs suggéré 
que ces protéines G et SH auraient un rôle immuno-modulateur (235, 236, 452). Ainsi, 
rétrospectivement, il est assez surprenant qu’aucune étude jusqu’ici n’ait été 
consacrées à l’évaluation du rôle des protéines G et SH dans la pathogénèse virale, en 
fonction des souches virales. 
 
Dans ce contexte, nous avons comparé dans notre étude les effets in vitro de la 
délétion des gènes G ou SH entre les virus B2/CAN98-75 et A1/C-85473 et nos 
résultats montrent des effets cytopathogènes différents entre les deux virus, que ce 
soit en modèles cellulaires LLC-MK2 ou en modèle d’épithélium respiratoire humain 
reconstitué (MucilAir™). Les propriétés respectives de ces virus (réplication, 
attachement, entrée cellulaire et induction de cytokines) sont présentées en Tableau 6. 
 
Il apparait que la délétion de la protéine G du virus CAN98-75 induit un retard 
important de réplication virale en cellules LLC-MK2, dû à un défaut d’attachement de la 
particule virale à la cellule cible, alors qu’elle n’affecte pas celle du virus C-85473. En 
revanche, dans le modèle d’infection MucilAir™, la délétion de G pour les deux virus 
CAN98-75 et C-85473 entraine une diminution de la réplication et de la propagation 
virale, associée à une pathogénicité réduite en termes d’atteinte à l’intégrité de 
l’épithélium (mesurée par la mesure de la TEER) et d’induction de cytokines. 
A partir de ces résultats et de ceux que nous avons publiés concernant 
l’hyperfusogénicité du hMPV (1, 2), nous avons émis l’hypothèse que la différence de 
contribution de la protéine G dans l’attachement et l’entrée cellulaire virale (en système 
LLC-MK2) pourrait être liée aux propriétés spécifiques de la protéine de fusion F selon 
la souche virale. L’hyperfusogénicité in vitro de la protéine F du virus C-85473 (1, 2), 
combinée à ses propriétés intrinsèques d’attachement cellulaire (199), pourrait ainsi  
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Tableau 6 : Différentes contributions des protéines G et SH à la cytopathogénèse in vitro des virus 
hMPV en fonction de leur origine virale 
  Délétion de G Délétion de SH 
  B2/CAN98-75 A1/C-85473 B2/CAN98-75 A1/C-85473 
LL
C
-M
K
2 
Réplication virale 
(Titres TCID50/ml) 
Diminuée Non affectée Retardée Non affectée 
Capacité 
d’attachement 
Diminuée de 90% Non affectée Diminuée Non affectée 
Capacité d’entrée 
Élevée 
(considérant la 
quantité de virus 
attachés) 
Augmentée Diminuée Augmentée 
M
uc
ilA
ir™
 (H
A
E)
 
Réplication virale 
(Titres TCID50/ml) 
Fortement 
diminuée 
Fortement 
diminuée 
Augmentée 
Légèrement 
augmentée 
Propagation virale 
Fortement 
diminuée 
Fortement 
diminuée 
Augmentée Augmentée 
Intégrité de 
l’épithélium 
Non affectée Non affectée Très affectée Peu affectée 
Sécrétion de 
cytokines  
Absente 
Fortement 
diminuée 
Diminuée * Diminuée * 
MucilAir™ sont des épithéliums respiratoires humains reconstitués (HAE) fournis par Epithelix.  
* Certaines cytokines telles que RANTES, MCP-1, IL-8 ou IFN-γ, fortement exprimées suite à 
l’infection avec le virus sauvage, sont diminuées alors que d’autres, telles que TNF-α, IL-1Ra, 
IL-7, sont faiblement affectées.  
 
 
compenser l’absence de la protéine d’attachement G dans l’étape d’entrée virale et 
expliquer la différence de phénotype observée entre les deux virus. Cependant, bien 
qu’hyperfusogène en cellules LLC-MK2, le virus ΔG-C-85473 démontre une 
atténuation importante en modèle d’infection MucilAir™. Ces différences de profil de 
cytopathogénèse selon le modèle cellulaire nous questionnent sur l’équipement 
cellulaire en surface respectif de ces modèles d’étude. En effet, il semble que la 
protéine F du virus ΔG-C-85473 soit capable de se lier à des récepteurs présents en 
surface des cellules LLC-MK2, et ainsi permettre les premières étapes du cycle viral, à 
la différence des récepteurs de surface du modèle MucilAir™. Aussi, les divergences 
de phénotype des virus ΔG-CAN98-75 (atténué) et ΔG-C-85473 (non atténué) en 
modèle LLC-MK2 par rapport à leur souche sauvage respective, pourraient également 
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être expliquées par une reconnaissance différentielle des récepteurs cellulaires de 
surface.  
 
En ce qui concerne la protéine SH, nos résultats montrent que sa délétion 
n’affecte pas ou peu la réplication des deux virus CAN98-75 et C-85473 en cellules 
LLC-MK2. Par contre, en modèle d’épithélium respiratoire humain, nous avons observé 
que cette délétion augmente de manière significative la réplication et la propagation 
virale. Cette augmentation de capacité réplicative est associée à une cytopathogénèse 
accrue dans le cas du virus CAN98-75, avec une atteinte importante de l’intégrité de 
l’épithélium, alors que dans le fond génétique C-85473, la délétion de SH n’induit 
qu’une diminution limitée du TEER. Parallèlement, nos mesures ont indiqué une 
diminution globale de la production de cytokines par les épithéliums infectés par les 
virus délétés de SH, en comparaison des virus sauvages respectifs.  
 
Nos résultats semblent plutôt contradictoires avec ceux des deux études 
précédemment publiées qui rapportent le rôle immunomodulateur des protéines G et 
SH. Dans ces études, les délétions de G et SH entrainent une augmentation de la 
production de cytokines en lignée cellulaire pulmonaire humaine A549, potentiellement 
en réponse à l’activation de la voie NF-κB (236, 452). De nouveau, ces divergences de 
résultats s’expliquent probablement par l’utilisation de souches virales différentes 
(souche A2/CAN97-83 versus B2/CAN98-75 et A1/C-85473 dans notre étude) et de 
modèles cellulaires d’infection différents (lignée A549 versus lignée simienne LLC-MK2 
et épithélium respiratoire humain MucilAir™). Cette discordance de résultats souligne 
également le manque de connaissance sur la protéine SH des virus hMPV, alors que 
celle-ci semble être impliquée dans la cytopathogénèse virale en modèle MucilAir™, 
d’après nos résultats. 
Si ceux-ci étaient confirmés en modèle animal, l’approche de délétion de SH 
serait à proscrire dans le développement d’un vaccin vivant atténué hMPV. En 
revanche, le virus recombinant ΔG-C-85473 semble constituer une base intéressante 
pour le développement d’un tel candidat vaccin : 
 - il est en effet fortement atténué en modèle d’épithélium respiratoire humain, 
avec notamment une restriction de propagation et de réplication, ainsi qu’une limitation 
dans la sécrétion induite de cytokines. Ces résultats préliminaires laissent d’ailleurs 
présager une possible atténuation significative in vivo pour ce virus recombinant ; 
- il présente une réplication in vitro performante en lignée cellulaire LLC-MK2, 
ce qui permet d’envisager des capacités industrielles de production d’un tel candidat 
vaccin.  
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D’après la littérature, des infections expérimentales en modèle de hamster ont 
révélé que les virus hMPV SH- et G-délétés (basés sur la souche CAN97-83) 
présentent des propriétés immunogéniques intéressantes. Ce modèle d’infection a 
également montré que la délétion du gène SH entraine une augmentation de la 
réplication virale pulmonaire, alors que la délétion du gène G l’atténue (242). 
Cependant, comme les hamsters ne développent pas d’infection symptomatique par le 
hMPV, l’utilisation de ce modèle rend difficile la caractérisation de la pathogénèse viro-
induite in vivo. Pour cette raison, nous avons choisi de mener une première campagne 
d’expérimentation en modèle murin (souris BALB/c qui permettent une infection 
symptomatique par hMPV). L’objectif de cette expérience préliminaire était de 
caractériser notre potentiel candidat vaccinal ΔG-C-85473 et de le comparer aux virus 
C-85473 sauvage et ΔSH en termes de suivi de perte de poids (survie) et de mesure 
de titres viraux pulmonaires (Figure 17). 
 
À la suite de l’inoculation intra-nasale de 105 virus, nous avons effectué un suivi 
journalier du poids et de l’état de santé général des souris infectées (Figure 17). Nos 
résultats semblent confirmer que les virus ΔG-C-C85473 et ΔSH-C-85473 ont une 
pathogénicité atténuée in vivo car les souris infectées n’ont pas montré de perte de 
poids significative durant les 14 jours de suivi, à l’inverse des souris infectées par le 
virus C-85473 sauvage (Figure 17 B). Aucun symptôme physique évident de la 
maladie, tel que le pelage ébouriffé, n’a également été observé. D’autre part, les titres 
infectieux obtenus à partir des poumons de souris récoltés après 5 jours d’infection (pic 
théorique de réplication du virus C-85473 (2)) nous montrent que le virus ΔG-C-
C85473 se réplique plus faiblement que le virus sauvage (bien que non significatif) et 
le virus ΔSH-C-85473 (Figure 17 C).  
 
Ces résultats préliminaires in vivo semblent cohérents avec ceux obtenus en 
modèle in vitro MucilAir™ quant aux capacités réplicatives de nos virus recombinants. 
Cela souligne entre autre la relevance physiologique du modèle MucilAir™ (suivi de 
l’intégrité épithéliale, de la mobilité ciliaire, de la propagation virale et de la sécrétion de 
cytokines/chimiokines) pour l’étude de l’infection hMPV en complément et/ou en 
préalable du modèle murin.  
Sur la base de ces résultats, une nouvelle campagne d’expérimentation 
animale est programmée afin de (i) confirmer ces données préliminaires et (ii) de les 
compléter par l’évaluation de la réponse en anticorps neutralisants, du profil de  
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Figure 17- Evaluation in vivo des candidats vaccinaux atténués. (A) Des souris BALB/c de 
4-6 semaines ont été inoculées avec 105 FFU des virus recombinants WT, ΔSH- or ΔG- C-
85473. Le groupe contrôle négatif a reçu du milieu de culture OptiMEM. Les animaux ont été 
suivis pendant 14 jours pour leur perte de poids (B) et l’apparition de symptômes liés à 
l’infection. Au 5ème jour, au moment du pic de réplication virale théorique, 5 souris de chaque 
groupe ont été sacrifiées pour récolter leurs poumons et réaliser une titration virale (C). Les 
résultats obtenus avec les virus ΔSH / ΔG ont été comparé à ceux obtenus avec le virus WT par 
le test statistique ANOVA2. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
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sécrétion pulmonaire de cytokines/chimiokines et l’analyse histopathologique 
pulmonaire des souris infectées par les virus C85473 sauvage, ΔSH et ΔG. 
En fonction des résultats obtenus, un troisième protocole expérimental 
comparatif d’immunisation par les virus ΔG-C-85473 et ΔSH-C-85473 sera mené, suivi 
d’un challenge infectieux par le virus C-85473 sauvage (dose élevée) afin d’évaluer la 
protection éventuelle induite par notre candidat vaccin atténué ΔG-C-85473. 
 
 
En conclusion de cette étude, nous avons démontré que les protéines G et SH 
contribuaient de manière différente à la pathogénèse virale selon les souches hMPV 
considérées. Plus particulièrement, nous avons montré que le virus recombinant ΔG-C-
85473, dérivé d’une souche hyperfusogénique, présente des caractéristiques 
intéressantes d’atténuation en épithélium respiratoire humain cultivé in vitro, tout en 
conservant une capacité réplicative efficace en système cellulaire de production virale. 
Les expérimentations préliminaires d’infection en modèle murin semblent aussi 
prometteuses pour l’utilisation de ce virus ΔG-C-85473 comme base de 
développement d’un candidat vaccin atténué hMPV. Les campagnes 
d’expérimentations animales programmées, en particulier de protection, permettront de 
statuer sur son potentiel vaccinal.  
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PARTIE 3 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
GÉNÉRALES 
 
 
Découvert récemment (2001), le virus hMPV a fait l’objet de relativement peu 
d’études en comparaison d’autres virus. Or, considérant l’impact sanitaire de ce 
pathogène, il est nécessaire d’enrichir nos connaissances sur ce virus et ses facteurs 
de virulence, notamment avec l’objectif de développer des stratégies vaccinales non 
seulement efficaces et sécuritaires, mais également adaptées aux différentes 
populations ciblées. 
Dans cette dynamique, mes travaux de recherche de doctorat ont permis :  
- D’identifier des déterminants-clé de la fusogénicité virale dans la glycoprotéine 
F du virus hMPV ; 
- De mettre en évidence les contributions différentes des glycoprotéines G et SH 
dans la pathogénèse du hMPV, en fonction de leur souche virale d’origine, 
 
De plus, les résultats préliminaires obtenus avec le virus recombinant ΔG-C-
85473 permettent d’envisager de développer un nouveau candidat vaccin vivant 
atténué, qui pourrait également servir de plateforme d’expression à d’autres antigènes 
viraux, à l’image du Paramyxovirus recombinant chimérique PIV3 bovin/humain (rB/HPIV3) 
(405, 439). En l’occurrence, pour faire écho aux recommandations de l’OMS pour la 
mise au point d’un vaccin contre les virus hRSV, nous proposons d’adapter nos 
méthodologies de mutagénèse et notre système de génétique inverse pour générer un 
vecteur ΔG-C-85473 chimérique (sans gène rapporteur GFP) exprimant la protéine F 
de hRSV (Figure 18). Le fait (i) que ces deux virus soient phylogénétiquement et 
biologiquement proches ; (ii) que plusieurs études ont déjà démontré la faisabilité 
d’ajout de séquences codantes supplémentaires au génome d’hMPV, tout en 
conservant la viabilité des virus recombinants générés (429) ; et (iii) que ces virus 
touchent des populations de même tranche d’âge, fait qu’il serait intéressant d’évaluer 
cette approche de vaccins bivalents hMPV/hRSV sur la base de notre vecteur candidat 
ΔG-C-85473 (Figure 18).  
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Figure 18- Perspective de construction vaccinale bivalente hMPV/hRSV. Le génome du 
candidat vaccinal bivalent serait constitué du génome du virus hMPV recombinant ΔG-C-
85473, dans lequel la séquence codante de la F du virus hRSV serait insérée à son extrémité 
3’ (entre la séquence Leader et le gène N) et flanqué de régions régulatrices Gene Start (GS) et 
Gene End (GE). 
 
 
Ce type de construction nécessitera une évaluation exhaustive en termes de (i) 
stabilité et de conservation de l’atténuation in vitro et in vivo du vecteur vaccinal ; (ii) 
d’expression efficace des antigènes viraux hMPV et hRSV et (iii) d’efficacité 
d’immunisation et de protection contre les deux pathogènes viraux ciblés. A noter que 
la séquence codante de la protéine F de hRSV pourra être optimisée pour son 
expression (optimisation de codon) et sa stabilisation sous sa forme de pré-fusion 
(453). Cette approche pourrait être également utilisée pour exprimer d’autres antigènes 
viraux, tel que la protéine F des virus hPIV, pour lesquels aucune stratégie vaccinale 
n’est actuellement disponible. 
 
 Une autre problématique à laquelle se heurtera le développement d’un tel 
vaccin vivant atténué concerne son étape de production. En effet, les virus hMPV, et 
d’autant plus sous leur forme atténuée, se produisent difficilement dans les systèmes 
cellulaires, ce qui constitue un frein à leur développement industriel. Bien que notre 
candidat sélectionné ΔG-C-85473 ne semble pas présenter de caractéristique 
d’atténuation in vitro sur cellules LLC-MK2 (cellules couramment utilisées pour la 
production hMPV à fins expérimentales), il serait intéressant de posséder une 
plateforme cellulaire de production plus adaptée à une échelle industrielle. 
Dans ce contexte, j’ai participé au cours de mon doctorat à l’évaluation d’une 
lignée cellulaire aviaire en suspension, les cellules DuckCeltTM-T17. C’est une lignée 
de cellules pulmonaires de canard, développées par la société Transgene et qui est 
actuellement optimisée par le laboratoire VirPath pour la production de vaccins 
influenza (454). Concernant le virus hMPV, nos résultats préliminaires suggèrent 
qu’elle pourrait également constituer une plateforme de production, du fait de sa  
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Figure 19 - Résultats préliminaires de production de virus hMPV en système cellulaire 
aviaire en suspension. Les cellules DuckCeltTM-T17 en suspension dans 10 mL de milieu de 
culture ont été infectées à une MOI de 0,01. Les titres viraux en milieu de culture ont été 
déterminés par TCID50/mL sur cellules LLC-MK2. 
 
 
permissivité et de ces capacités d’amplification de nos virus recombinants C-85473 
sauvage, ΔSH et ΔG (Figure 19). Notre candidat vaccinal ΔG-C-85473 semble se 
répliquer plus faiblement qu’un virus ΔSH-C-85473, ou C-85473 WT, mais des tests 
d’optimisation du procédé, notamment concernant l’inoculum viral, la cinétique virale, 
les conditions de récolte ou la composition du milieu, sont en cours. 
 
 
En conclusion finale, nos résultats apportent de nouvelles perspectives au 
développement de candidats vaccinaux atténués contre hMPV. De plus, la 
caractérisation de ces candidats devrait contribuer à documenter davantage nos 
connaissances sur la pathogénèse des virus hMPV et la contribution de leurs 
glycoprotéines de surface (F, G et SH) dans la virulence des virus hMPV et la réponse 
immunitaire de l’hôte.  
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PARTIE 4 : PROJET COMPLÉMENTAIRE 
INFLUENZA 
 
 
Avant-propos 
 
L’étude des interactions fonctionnelles entre la cellule hôte et les pathogènes 
viraux respiratoires, tels que les virus influenza ou le métapneumovirus humain, 
constitue un des axes principaux de recherche du Laboratoire Virpath. Un focus 
particulier a été fait sur les dérégulations viro-induites de la voie de signalisation p53, 
gardienne de l’homéostasie cellulaire. Dans ce contexte, j’ai initié un projet d’étude sur 
les interactions fonctionnelles entre les virus influenza et les mécanismes d’épissage 
alternatif de p53 lors de mon stage de deuxième année de master, projet que j’ai 
poursuivi à mon retour au laboratoire Virpath (troisième année de thèse), en parallèle 
de mon projet principal sur le virus hMPV.  
La réalisation de ce projet m’a tout d’abord donné l’opportunité d’écrire une 
revue (en premier auteur) publiée dans le journal scientifique mBio (Article 2), traitant 
de l’importance des mécanismes d’épissage cellulaire pour le cycle réplicatif des virus 
influenza. Ensuite, mes travaux, qui décrivent en particulier un nouveau facteur 
d’épissage cellulaire impliqué dans la régulation de l’expression des isoformes de p53, 
m’ont permis de rédiger un manuscrit (en premier auteur), qui a été soumis dans un 
journal international à comité de lecture, et que je présente dans cette partie 4 de mon 
manuscrit de thèse (Manuscrit 2). J’ai également eu l’opportunité de présenter mes 
travaux en communication orale dans un congrès international spécialisé sur les 
isoformes de p53 (3rd international p53 isoform workshop, à Bergen, Norvège, en juin 
2017). 
Enfin, sur la thématique des virus influenza, j’ai également contribué à 
l’avancement de deux projets, dont les résultats ont été publiés (Annexe, Articles 4 et 
5) (4, 5) dans le journal Scientific report. 
Etant donné que ce projet de recherche, bien que conséquent, ne soit que 
complémentaire à mon projet doctoral centré sur les virus hMPV, je ne présenterai ci-
après qu’une introduction basique de la thématique d’étude des virus influenza.  
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1. Mise en contexte 
 
1.1 Les virus influenza 
Les virus influenza appartiennent à la famille des Orthomyxoviridae. Ils sont 
répartis en trois types, A, B et C, mais seuls les virus influenza de type A et B sont 
pathogènes pour l’Homme. Ce sont les agents étiologiques de la grippe saisonnière, 
provoquant des pathologies respiratoires légères à graves chez les populations à 
risque. En plus de leur capacité épidémique, les virus influenza de type A (IAV) font 
l’objet d’une surveillance particulièrement accrue, du fait de l’émergence et de la 
réémergence récurrente de souches réassortantes à l’origine d’épisodes pandémiques 
(H5N1, H1N1pdm09, H7N9) (455).  
 
1.1.1 Description du virus 
Les IAV sont des virus enveloppés composés de 8 segments génomiques 
d’ARN monocaténaire de polarité négative et organisés en complexe 
ribonucléoprotéique (vRNP) (Figure 20). Ces vRNP constituent des entités autonomes 
de transcription et de réplication. A ce jour, il a été décrit que le génome des IAV 
pouvait coder jusqu’à 15 protéines différentes via différents mécanismes de régulation, 
tels que l’épissage ou le décalage de cadre de lecture (456) :  
- les protéines de la machinerie polymérasique virale dont (i) PB2 (activité de 
vol de coiffes des ARNm cellulaires), issue du segment 1, (ii) PB1 (polymérase), codée 
par le segment 2 ; et (iii) PA (endonucléase), issue du segment 3. D’autres protéines 
dérivées de ces segments ont également été décrites, telles que PB1-F2, PB1-N40 
(457, 458), PA-X et PA-XΔ20 (459, 460) ; 
- la nucléoprotéine NP (associée à l’ARN génomique) est produite à partir du 
segment 5 ; 
- la protéine de matrice M1 (protéine de structure sous-jacente de la membrane 
virale), ainsi que les protéines M2 et M42 ayant des fonctions de canaux ioniques 
transmembranaires, sont issues du segment 7 (461) ; 
- la protéine non-structurale et multifonctionnelle NS1 et le facteur d’export 
nucléaire de l’ARN viral NEP (produite par épissage) sont issues du segment 8 ; 
- les glycoprotéines de surface hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA), 
sont issues des segments 4 et 6, respectivement. Ces protéines, impliquées dans les  
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Figure 20- Représentation de la particule virale influenza A. Le virus enveloppé est 
recouvert à l’extérieur par les protéines de surface HA, NA et M2, et sur sa face interne 
membranaire, par la protéine de matrice M1. Le génome viral est composé de 8 segments 
d’ARN négatif organisés en complexes ribonucléoprotéiques (vRNP), qui sont composés de 
nucléoprotéines (NP) et des protéines du complexe polymérase PB1, PB2 et PA. Adapté de (3) 
 
 
étapes d’entrée cellulaire et de bourgeonnement des virions néo-synthétisés, 
constituent également les antigènes des IAV, selon lesquels les virus sont classifiés en 
sous-types. A ce jour, il a été dénombré jusqu’à 18 variants de HA et 11 de NA (462, 
463). Les combinaisons de ces glycoprotéines à la surface des virus conditionnent leur 
tropisme et leur fitness cellulaire pour leurs hôtes naturels, tels que les oiseaux 
aquatiques migrateurs, les porcs, les Hommes (H1, H2, H3 et N1, N2) ou encore les 
chevaux et les chauves-souris. 
 
1.1.2 Cycle viral et détournement des machineries cellulaires 
Comme les autres virus, les IAV parasitent leur cellule hôte et la réalisation de 
leur cycle de réplication dépend entièrement des machineries cellulaires qu’ils 
détournent à leur profit (Figure 21). Les approches haut débit de type transcriptomique 
et protéomique ont notamment permis de caractériser de très nombreux et complexes 
réseaux d’interactions fonctionnelles hôte-virus, en particulier avec les machineries 
cellulaires du métabolisme des ARNs (épissage, maturation et transport), de la 
traduction (étapes d’initiation et d’élongation) et de la modifications des protéines 
(phosphorylation, ubiquitinylation,…) (Figure 21) (464, 465).  
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Figure 21- Cycle viral des virus influenza et détournement des mécanismes cellulaires. 
L’entrée du virus dans la cellule hôte est médiée par la HA qui s'attache aux acides sialiques à 
la surface cellulaire, entraînant l'endocytose du virus. L'acidification de la particule virale via le 
passage de protons à travers le canal ionique M2 provoque une dissociation des complexes 
ribonucléoprotéiques (vRNP) et leur relargage dans le cytoplasme de la cellule hôte. Les vRNP 
sont transportés vers le compartiment nucléaire où leur transcription et réplication ont lieu, 
utilisant le complexe de polymérase virale mais aussi des machineries cellulaires 
(transcriptosome) dont la régulation reste à caractériser. Les ARNm viraux sont coiffés en 3', 
polyadénylés en 5', puis exportés dans le cytoplasme pour leur traduction en protéines. De 
nouveaux segments génomiques viraux sont aussi synthétisés dans le noyau et exportés dans 
le cytoplasme pour être encapsidés par les protéines NP néosynthétisées, associés aux 
protéines polymérasiques, puis assemblés dans de nouvelles particules virales bourgeonnantes 
à la surface de la membrane cytoplasmique. Chaque étape du cycle viral (cadre rouge) est 
dépendante de mécanismes et de machineries cellulaires (cadre vert). Modifié de Dubois et al, 
2014. 
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A la différence de la grande majorité des virus à ARN, les IAV effectuent leurs 
étapes de transcription et de réplication génomique dans le noyau des cellules 
infectées, ce qui leur permet un accès direct aux machineries nucléaires (Figure 21). 
Le détournement de la machinerie d’épissage cellulaire en particulier, constitue un 
enjeu important pour les IAV et notamment pour l’expression des protéines virales 
issues des segments 7 et 8, ainsi que pour l’inhibition de certaines réponses cellulaires 
à l’infection. Ces enjeux et les mécanismes viraux de détournement de l’épissage 
cellulaire ont été décrits dans la revue présentée en article 2. 
 
D’une manière générale, l’étude approfondie des interactions fonctionnelles 
entre les IAV et les machineries cellulaires, dont ils dépendent pour leur cycle réplicatif, 
est d’un d’intérêt grandissant, non seulement pour mieux comprendre la biologie 
fondamentale de ces virus, mais également avec un objectif de développer de 
nouvelles stratégies antivirales. A ce jour, peu de traitements sont disponibles pour 
lutter contre les infections à IAV. Or les molécules antivirales classiques sur le marché 
qui ciblent les déterminants viraux comme le canal ionique M2 (Amantadine, 
Rimantadine) (466) ou la neuraminidase NA (Oseltamivir, Zanamivir, Peramivir, 
Laninamivir) (467), présentent des limites importantes en termes d’efficacité (468), 
avec un risque récurrent d’émergence de virus résistants (469, 470). Dans ce contexte, 
une alternative serait de développer des molécules antivirales ciblant la cellule hôte et 
ses machineries moléculaires, afin d’induire un état cellulaire défavorable à l’infection 
(471). Plusieurs laboratoires, dont l’équipe du Dr Manuel Rosa-Calatrava en 
collaboration avec celle du Dr Guy Boivin, mènent de tels programmes de recherche et 
c’est dans cette perspective que mon travail sur les interactions entre les IAV et 
l’épissage de p53 s’est inscrit. 
 
1.2 La voie de signalisation p53 
La réponse cellulaire face aux différents stress est médiée par une multitude de 
cascades intracellulaires de transduction du signal. Le facteur de transcription p53 est 
l’une des protéines cellulaires qui orchestrent et régulent la mise en place de telles 
réponses. En particulier, c’est son rôle prépondérant dans les réponses face aux 
dégâts de l’ADN cellulaire qui lui fait endosser le rôle de « gardien de l’intégrité du 
génome » (472). 
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1.2.1 Le facteur de transcription p53 et ses isoformes
Le gène TP53 code pour le facteur de transcription p53 qui présente deux 
domaines de transactivation à son extrémité N-terminale, un domaine central de liaison 
à l’ADN et un domaine C-terminal qui permet son oligomérisation (Figure 22), en sa 
forme active tétramérique.  
La forme canonique (p53, ou p53α) est une protéine de 53 kDa qui comporte la 
totalité des domaines fonctionnels cités précédemment. Pour autant, il a été décrit 
récemment qu’il existe une déclinaison d’au moins 12 isoformes de la protéine p53 
(Figure 22). Celles-ci sont des formes tronquées en N-terminal (domaines de 
transactivation en partie amputés) et/ou tronquées en C-terminal (suppression du  
 
 
Figure 22- Représentation du gène humain TP53 et des isoformes protéiques du facteur 
de transcription p53. Représentation schématique du gène TP53 codant le facteur de 
transcription p53. Le gène TP53 est composé de 11 exons. La forme complète p53α, issue du 
promoteur de transcription P1, est composée d'un domaine de trans-activation (DTA), d’un 
domaine de liaison à l'ADN (DLA) et d'un domaine d'oligomérisation (DO). L’ARNm transcrit à 
partir du promoteur P1 produit aussi la forme Δ40 par l’utilisation d’un site secondaire d'initiation 
de traduction (triangle noir). De la même manière, les formes Δ133 et Δ160 sont produites à 
partir d'un deuxième promoteur de transcription P2 et d'un site d'initiation de traduction 
secondaire. Les formes tronquées en C-terminal sont issues d'un épissage alternatif entre 
l'exon 9 et 10. La forme complète ainsi que les formes en N-terminal se déclinent en formes 
épissées α, β et γ (adapté de Marcel et al, 2010). 
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domaine d’oligomérisation). Ces isoformes sont générées soit à partir de (i) différents 
promoteurs transcriptionnels du gène TP53, soit (ii) par l’utilisation de sites alternatifs 
d’initiation de la traduction, (iii) soit du fait d’évènements d’épissage alternatif entre 
l’exon 9 et 10 du gène TP53. 
 
Le facteur de transcription p53 se lie de manière spécifique à des promoteurs 
de gènes grâce à la reconnaissance d’éléments de réponse, dont la séquence 
consensus est RRRCWWGYYY (473, 474). Jusqu’à 3661 gènes ont été identifiés par 
analyse à haut débit comme cibles théoriques de p53, parmi lesquels 340 gènes ont 
été étudiés et validés pour leur réponse au facteur p53 (475). Les mécanismes de 
transactivation spécifique en lien avec les isoformes et leur contribution dans la 
formation du tétramère actif de p53 sont encore mal décrits. Plusieurs études ont 
rapporté que certaines isoformes (p53β ou Δ133p53α notamment) présentent des 
activités spécifiques (476, 477), apportant ainsi une nouvelle complexité au modèle de 
régulation de l’activité transcriptionnelle de p53 et modifiant de fait, l’interprétation que 
nous avons du mode de fonctionnement de cette protéine (478). 
 
1.2.2 Les rôles et les mécanismes de régulation de p53  
Quarante ans d’études et plus de 80 000 publications sur p53 illustrent bien 
l’importance mais également la complexité de ce facteur de transcription. D’abord 
décrit comme un oncogène dans les années 1980 (479, 480), puis ré-évalué comme 
suppresseur de tumeur par la suite (481), il est difficile de résumer ses rôles, tellement 
p53 est positionné au cœur d’un réseau cellulaire incroyablement dense, impliquant les 
mécanismes (i) de régulation de la réparation de l’ADN et du cycle cellulaire, (ii) de 
modulation de l’autophagie et de l’apoptose, (iii) de répression de la prolifération et de 
la pluri-potence cellulaire, (iv) de régulation de l’inflammation, ou encore (v) de 
régulation du métabolisme cellulaire (révisé en (482)).  
Pour effectuer cette multitude de tâches, p53 est un facteur très finement 
régulé. Physiologiquement, son expression est maintenue à un niveau faible dans les 
cellules, notamment grâce à la présence de la protéine Mdm2, qui est une E3 
ubiquitine ligase et qui agit comme inhibiteur spécifique de p53 en facilitant sa 
dégradation (483, 484). La protéine p53 peut aussi subir des modifications post-
traductionnelles, dont des phosphorylations, des acétylations, des méthylations ou 
sumoylations ; autant de modifications qui participent à la variété d’actions et de 
niveaux d’activités de p53 (485). Il a été démontré que le facteur p53 peut être activé 
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par de très nombreux signaux de stress, aussi variés que les dégâts de l’ADN, 
l’hypoxie, l’activation d’oncogènes ou encore les infections bactériennes et virales 
(486, 487).  
Les infections virales activent et détournent de nombreuses voies de 
transduction cellulaire, dont les plus couramment décrites, en particulier pour les IAV, 
sont celles de la phosphatidyl-inositol kinase 3 (PI3K/Akt), des mitogen-activated 
protein kinases (MAPK), des facteurs de transcription NF-κB et IRF3 ou encore des 
TLR/RIG-I, ayant pour conséquence la mise en place d’une réponse antivirale efficace 
(488). Bien que moins étudiée, la voie de signalisation p53 est aussi l’une des voies de 
transduction impliquée dans la réponse cellulaire à l’infection, et en conséquence, de 
nombreux virus ont développé des stratégies de détournement et/ou de régulation de 
cette voie dans le but de favoriser leur réplication.  
Initialement, la protéine p53 a d’ailleurs été décrite en 1979 en tant que protéine 
associée à un facteur viral, la protéine Large T du virus simien SV-40 (479, 480). Par la 
suite, p53 a été étudié dans le contexte de multiples infections virales, telles que celles 
des virus Herpes Simplex (489), papillomavirus (490), adénovirus (491) et des virus de 
l’hépatite B et C (492, 493). Dans le cas des IAV, plusieurs études ont mis en évidence 
des niveaux d’interactions directes et indirectes entre les IAV et la voie p53 (494, 495). 
Certaines de ces études ont été publiées par l’équipe du Dr Manuel Rosa-Calatrava 
qui a notamment démontré que la voie de signalisation de p53 est globalement 
réprimée par les IAV (496-499). Cette régulation se fait via l’implication de différentes 
protéines virales (NS1 et NP), dans le but de contrôler la balance entre la progression 
du cycle cellulaire et l’apoptose viro-induite d’une part, et de réguler la réponse 
interféron d’autre part. 
De manière plus générale, ces études permettent de faire plusieurs 
constatations : (i) la voie de signalisation p53 est activée en cas d’infection et est 
impliquée dans la mise en place de la réponse cellulaire, dont la réponse interféron en 
cas d’infection virale ; (ii) les virus interagissent avec cette voie dans le but 
d’atténuer/détourner la réponse cellulaire et (iii) la voie p53 fait intervenir de très 
nombreux acteurs, interconnectés par des boucles de rétro-contrôle, et qui 
représentent autant de cibles potentielles des virus pour moduler cette voie de 
signalisation. 
 
Dans ce contexte, il n’existe que très peu de publications relatives à la fonction 
des isoformes de p53 ; celles-ci demeurent encore peu étudiées et leurs rôles 
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fonctionnels sont encore discutés. Pour autant, de par leur activité modulatrice sur 
l’activité transcriptionnelle de la forme canonique p53α, il est suggéré que la 
dérégulation de l’expression des isoformes de p53 puisse être impliquée dans la 
formation de tumeurs exprimant la protéine p53 sauvage (500). De plus, les isoformes 
p53β, Δ40p53 et Δ133p53 en particulier, ont été corrélées au processus de 
tumorigénèse dans des cancers du sein, du colon ou encore des ovaires (501-504). 
Certaines études ont également suggéré que l’expression de ces isoformes puisse 
représenter un bio-marqueur de pronostic plutôt favorable des cancers (504).  
Toutefois, la détection spécifique des isoformes est délicate, notamment les 
formes β et γ issues de l’épissage alternatif de p53, ce qui limite la description de leur 
impact dans les pathologies tumorales ou infectieuses. Aussi, les efforts consacrés à 
l’étude des isoformes de p53 pourraient mener non seulement à d’intéressantes 
avancées dans la compréhension globale de la voie de signalisation p53, mais 
également au développement de nouveaux outils de diagnostiques et/ou 
thérapeutiques. 
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2. Résultats 
 
Précédemment à mes travaux, le Laboratoire Virpath a décrit une inhibition 
globale de la voie de signalisation p53 par les IAV, associée à une sous-expression 
des ARNm de p53 et de plusieurs de ses gènes cibles (499). Consécutivement à cette 
étude, il a également été démontré que l’expression endogène des isoformes p53β et 
Δ133p53 est modulée au cours de l’infection IAV, et ce de manière variable selon les 
sous-types viraux (495). Par ailleurs, l’inhibition de l’expression endogène de ces deux 
isoformes induit un état cellulaire antiviral dépendant de la présence de la forme 
canonique p53α. Ce résultat souligne d’ailleurs l’importance des isoformes dans la 
régulation globale de la voie p53 (495). Nous avons ensuite démontré que la protéine 
virale multifonctionnelle NS1 est capable d’interagir directement avec p53 pour en 
moduler son activité transcriptionnelle (494). 
Basé sur ces résultats, mon projet avait pour objectif d’étudier les mécanismes 
viraux de dérégulation de l’épissage cellulaire (présenté en revue dans l’Article 2), en 
se focalisant en particulier sur les isoformes de p53 issues d’épissage alternatif. Une 
première piste de travail a été de s’intéresser à la protéine NS1, identifiée par l’équipe 
comme un interactant de p53 et connue pour interagir avec plusieurs composants de la 
machinerie d’épissage cellulaire (ou spliceosome), tels que les ribonucléoprotéines U2 
et U6 (505), ainsi que de la machinerie de maturation/polyadénylation des ARNm, tel 
que la protéine CPSF4 (aussi nommée CPSF30) (506). Mes travaux ont conduit à 
l’identification de CPS4 comme nouveau facteur d’épissage cellulaire qui serait 
détourné par la protéine NS1 dans la dérégulation de l’expression endogène des 
isoformes de p53 au cours de l’infection par IAV. Ces travaux sont présentés ci-après 
dans le manuscrit 2. 
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Sont présentés dans ce chapitre :  
? La revue scientifique (Article 2) intitulée « Influenza A viruses and 
messenger RNA splicing: doing more with less », écrit par Julia Dubois, Olivier 
Terrier et Manuel Rosa-Calatrava et publiée le 13 mai 2014 dans le Journal mBio 
5(3):e00070-14 ; doi:10.1128/mBio.00070-14. 
 
? Le manuscrit 2 intitulé « The non-structural NS1 protein of Influenza 
viruses modulates TP53 splicing through the host factor CPSF4 » et dont les 
auteurs sont Julia Dubois, Aurélien Traversier, Thomas Julien, Blandine Padey, Bruno 
Lina, Jean-Christophe Bourdon, Virginie Marcel, Guy Boivin, Manuel Rosa-Calatrava et 
Olivier Terrier. Ce manuscrit a été soumis à un journal international à comité de 
lecture. 
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Article 2 : article de revue 
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Manuscrit 2  
 
Résumé 
Les virus influenza A (IAV) sont décrits pour leurs capacités à moduler et détourner 
de nombreux mécanismes de la cellule hôte, dont la machinerie d’épissage et de 
maturation des ARNs, dans le but d’altérer la réponse cellulaire à l’infection et 
permettre l’expression optimale des déterminants viraux au cours de l’infection. 
Plusieurs études ont pu démontrer un rôle des isoformes du facteur de transcription 
cellulaire p53, notamment celles issues de l’épissage alternatif du gène TP53, dans la 
modulation de son activité transcriptionnelle. Dans le contexte de l’infection par les 
IAV, plusieurs niveaux d’interactions fonctionnelles entre p53 et les virus, via en 
particulier leur protéine multifonctionnelle NS1, sont connus et ont un impact important 
sur la réponse antivirale. Dans cette étude, nous avons montré en utilisant un minigène 
imitant l’intron 9 du gène TP53 que les IAV, via la protéine NS1, modulent l’expression 
des variants α, β, γ de p53. De plus, nos résultats ont permis de mettre en évidence le 
rôle crucial du facteur cellulaire CPSF4 dans ce mécanisme de dérégulation de 
l’épissage et de dérégulation de l’activité transcriptionnelle de p53. En conclusion, nos 
résultats suggèrent un « ménage à trois » entre p53, CPSF4 et NS1 dont les 
interactions influencent l’expression endogène des isoformes de p53, et son activité 
transcriptionnelle dans la réponse cellulaire, et notamment de type interféron, face à 
l’infection IAV. 
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Abstract 
Influenza A viruses (IAV) are known to modulate and to hijack several cellular host 
mechanisms, including splicing and RNA maturation machineries, to alter host cellular 
response and enable an optimal expression of viral products throughout infection. 
Previous studies have described the differential role of p53 isoforms, including spliced 
products, in the modulation of the full-length p53 protein transcriptional activity, which 
regulates the cell fate. In the context of influenza infection, the interplay between IAV 
and p53, in particular through the viral nonstructural protein NS1, has been described at 
multiple levels with consequent impact on the antiviral response. By the use of a TP53 
minigene mimicking intron 9 alternative splicing, we have shown in this study that IAV 
and its NS1 protein modulate the expression of spliced p53 isoforms. Furthermore, our 
results have demonstrated the key role of the cellular CPSF4 protein and its functional 
interaction with NS1 for the TP53 alternative splicing and the p53 transcriptional 
activity regulation into p53-wt expressing cells. Altogether, we figured out mechanisms, 
cellular p53 and CPSF4 factors both with viral NS1 having crucial place, that allows 
IAV to interact and influence the expression of alternatively spliced p53 isoforms in 
order to control the cellular innate response, especially via the interferon secretion, and 
perform an efficient viral replication.  
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Introduction 
Influenza A viruses (IAV) constitute a major public health issue, causing illness and 
death in high-risk populations during seasonal epidemics or pandemics (1, 2). IAV 
belong to the family Orthomyxoviridae of enveloped viruses and contain a segmented 
genome of single-stranded negative RNA (3). In contrast with most RNA viruses, IAV 
have a nuclear infectious cycle, hence having direct access to numerous nuclear host 
factors and machineries, to successfully achieve their replication (4). These viruses have 
notably developed mechanisms to reassign the host spliceosome to simultaneously alter 
host cellular expression and enable an optimal expression of specific spliced viral 
products throughout infection (reviewed in (5)). Although the regulation of viral 
splicing has been extensively studied, the intricate interactions between IAV and the 
host spliceosome, as well as the host splicing regulators, remain to be further 
deciphered. 
Among IAV proteins, the non-structural NS1 is known to be a key “multi-tool” protein 
by which virus can deeply alter the host-cell responses (6-9). Indeed, NS1 can 
counteract interferon (IFN) antiviral response using different mechanisms (6-8). In 
particular, NS1 acts as a modulator of numerous cellular host processes, including 
mRNA processing (5, 10), nuclear trafficking/export (11, 12) and translation (13, 14). 
These multiple accessory functions are well illustrated by the considerable number of 
NS1 host interactors (more than 50), and the numerous binding sites characterized 
within NS1 protein, that include for example binding sites for dsRNA (15, 16), p85β for 
activation of phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) signaling (17), RIG-I to inhibit the 
induction of the type I interferon response (IFN-I) (18-20) or Cleavage and 
Polyadenylation Specific Factor 4 (CPSF4, also known as CPSF30) (21). Among the 
NS1 interactors, CPSF4 is a component of the CPSF complex involved in the last step 
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of mRNA maturation and polyadenylation (22, 23). It has been demonstrated that IAV 
NS1 interact with CPSF4 (also known as CPSF30), thus preventing CPSF4 binding to 
RNA and, consequently, inhibiting the 3’ end cleavage and polyadenylation of host pre-
mRNAs (21). It is assumed that this interaction contributes to the NS1-dependent 
regulation of several host genes and particularly to the inhibition of IFN response (24-
27). Furthermore, it has been recently suggested that the CPSF complex could promote 
alternative splicing events. CPSF complex can be recruited as cofactor by known 
splicing regulators at distant place of the polyadenylation site simultaneously to its usual 
mRNA binding sites (28-30). Based on these data, the interaction between NS1 and 
CPSF4 could also impact host gene expression at another level of regulation, such as the 
mRNA host splicing. 
The host p53 tumor suppressor is a master regulatory transcription factor that is 
activated in response to various cellular stresses and that regulates a broad range of 
biological processes, such as cell-cycle arrest, apoptosis or senescence (31, 32). An 
increasing number of reports suggest that p53 is also a key player in the regulation of 
immune, inflammatory and antiviral responses, including the one of influenza viruses 
(33-42). Our current understanding is that the IAV-induced modulation of p53 
endogenous expression, and subsequently of p53 transcriptional activity, contributes to 
maintain a cellular state that favors viral replication during the time of infection (41, 
43). We and others have indeed demonstrated that NS1 plays a major role in the 
functional interplay between IAV and the host p53 pathway (37, 42). For example, we 
have shown that NS1 interacts with the endogenous p53 protein and alters the binding 
of p53 to its responsive genes, in a promoter-dependent manner (37). However, the 
complete mechanisms of NS1-induced modulation of p53 activity are still not fully 
understood. In addition to the canonical full-length p53 protein (also named TAp53α or 
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p53α), the TP53 gene expresses about twelve p53 protein isoforms that result from 
combinational use of alternative promoters, splicing sites and/or translational initiation 
sites (44, 45). In particular, three C-terminal variants have been described (α, β and γ) 
that result from alternative splicing of TP53 intron 9 (TP53-i9). The p53 isoforms have 
been shown to contribute to the cell-fate decision in response to stress but also to the 
maintenance of cell homeostasis, mainly by regulating transcriptional activity of the 
full-length p53α protein (44, 46, 47). We have notably demonstrated that increased 
expression of the C-terminal p53β and p53γ isoforms, resulting from fine control of the 
alternative splicing of TP53 intron 9, promotes G1 cell-cycle arrest and apoptosis in a 
p53α-dependent manner (47). Interestingly, we reported that IAV differentially affect 
the endogenous expression of p53 isoforms at both transcriptional and post-
transcriptional levels. In response to influenza infection, we observed an increased 
expression of p53β isoform, known to be generated by partial retention of TP53-i9 (46). 
Reciprocally, modulations of endogenous expression of p53 isoforms affect the viral 
replication in a p53α-dependent manner (38). 
Here, we further characterize the functional connections between IAV and the host p53 
pathway at the level of C-terminal spliced p53 isoforms. Using a minigene construct, we 
demonstrated that TP53 splicing is strongly modulated during the time course of IAV 
infection. Additionally, we characterized the viral protein NS1 and the host factor 
CPSF4 as major partners involved in the IAV-induced modulation of the TP53 
alternative splicing that was associated with a strong modulation of p53 transcriptional 
activity. Our study highlights for the first time a role for a cell factor, CPSF4, in the 
TP53 alternative splicing in response to viral infection, and identified a novel splicing 
regulator of TP53 alternative splicing in basal condition. In the context of IAV 
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infection, our results suggest that not only spliced p53β and p53γ isoforms but also 
CPSF4 may contribute to the p53-mediated antiviral IFN-response.   
 
 
 178 
Results 
 
Influenza viral infection and NS1 protein modulates the alternative splicing of 
TP53 intron 9.  
To investigate the impact of infection on the alternative splicing of TP53 intron 9 
(TP53-i9), we used a previously described minigene approach (38). This TP53-i9 
minigene mimics alternative splicing of TP53 intron 9 and allows analyzing the 
exclusion and/or partial retention of intron 9 leading to the C-terminal α, β or γ variants, 
respectively (Fig. 1A). H1299 p53-null cells were transfected with TP53-i9 minigene 
plasmid for 36 hours then infected with two IAV strains (H1N1 and H3N2) at MOI 4 or 
0.1 for 8 or 24 hours post-infection (hpi), respectively. IAV infection was validated by 
monitoring expression of NP and NS1 proteins by western blot (Fig. 1B). Relative 
spliced RNA levels of the exogenous α, β and γ forms, reflecting the three C-terminal 
spliced p53 variants, were then quantified by RT-qPCR. We observed that both H1N1 
and H3N2 infections affect the levels of α, β and γ forms in comparison to mock-
infected cells (Fig. 1B). At 8 hpi (MOI 4), we observed a significant increase of the γ 
form levels respectively by 1.39 and 1.27-fold in cells infected by H1N1 and H3N2 in 
comparison to the mock condition. However, no significant change was observed for 
both α and β forms. In the context of multiple viral cycles (MOI 0.1, 24 hpi), we 
observed a broader impact of infection on retention of TP53-i9. In addition to γ forms 
showing a significant 1.44- and 1.36-fold increase for H1N1 and H3N2 respectively, β 
forms were also significantly increased in IAV-infected cells compared to mock (1.43- 
and 1.60-fold increase for H1N1 and H3N2, respectively) (Fig. 1B). In contrast, the 
level of the major α forms remains unaffected by H3N2 infection or slightly decreased 
by H1N1 infection. These results suggest that IAV infection promotes the retention of 
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TP53-i9 leading to the β and γ variants and thus, could explain the IAV-induced 
expression of p53β isoform previously described (38).  
As the multifunctional NS1 protein is known to affect the host splicing machinery, we 
then investigated whether NS1 can modulate by itself the retention of TP53-i9. The 
TP53-i9 minigene plasmid was co-transfected with the wt NS1-expressing pCI plasmid, 
whose allows NS1 expression as verified by western blot (Fig. 1C, bottom panel). RT-
qPCR analyses revealed that NS1 affects retention of TP53-i9. Indeed, NS1 expression 
was associated with a significant increase of both β and γ form levels compared to the 
empty plasmid transfection condition, the mean fold changes reaching 3.40 and 2.24, 
respectively (Fig. 1C, top panel). Similarly to what observed in the above context of 
infection, the level of α forms remained unaffected by transient NS1 expression. As β 
and γ variants are known to be less expressed compared to the major α variant in basal 
condition (36), we also determined the ratio of β+γ form levels over the whole C-
terminal p53 forms to considerate the relative part of intron 9 retention. NS1 expression 
induced a significant more than 2-fold increase of β+γ ratio compared to empty 
condition (14.42 % versus 6.06 % respectively, Fig. 1C, bottom panel). Overall, these 
results indicate that IAV infection but also NS1 on its own can modulate the alternative 
splicing of TP53 intron 9, and favors the generation of β and γ forms.  
 
The CPSF4-binding domain of NS1 is critical to NS1-mediated modulation of 
TP53-i9 retention. 
The impact of different already described NS1 mutants on TP53-i9 retention was 
assessed using TP53-i9 minigene in H1299 p53-null cells to determine the mechanisms 
underlying NS1-induced retention of TP53-i9 (16, 17, 21). Three pCI plasmids were 
used to express NS1 mutants that are deficient in their binding with either PI3K p85β 
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subunit (NS1-Y89F), RNA (NS1-R38A/K41A) or CPSF4 (NS1-CPSF4) that express 
detectable amount of the various NS1 proteins (Fig. 1D). In a similar way as wt NS1, a 
strong and significant 2-fold increase of the ratio β+γ was measured in NS1-Y89F or 
NS1-R38A/K41A mutants expressing cells, compared to the empty condition, (13.03 
and 12.58 % versus 5%, respectively) (Fig. 1D and Supplementary Fig. 1A). These 
results suggest that both RNA-binding and p85β-binding domains of NS1 are not 
involved in the NS1-induced retention of TP53-i9. In contrast, the increased β+γ ratio 
observed in response to wt NS1 expression is abolished when NS1-CPSF4 mutant was 
expressed (Fig. 1D), suggesting that NS1 mutant protein deficient for CPSF4 interaction 
lost its capacity to induce TP53-i9 retention. Of note, the relative RNA levels of α, β 
and γ forms generated by TP53-i9 minigene were significantly lower in NS1-CPSF4 
expressing cells compared to empty condition, indicating an addition layer of regulation 
in this in vitro system (Supplementary Fig. 1A).  
Increasing amount of wt NS1 and NS1-CPSF4 expressing plasmids were then co-
transfected with TP53-i9 minigene in H1299 cells. In wt NS1 condition, no dose-
dependent effect was observed and even minimal quantities of wt NS1 plasmid, 
resulting in a barely detectable protein levels, were sufficient to increase significantly 
the exogenous β+γ ratio (Fig 1E and Supplementary Fig. 1B). In contrast, the generation 
of α, β and γ forms from TP53-i9 minigene was progressively reduced with NS1-CPSF4 
mutant, while incrementing the plasmid quantity introduced (Supplementary Fig. 1B). 
In results, the augmentation of β+γ ratio was abolished at each NS1-CPSF4 dose used 
supporting a role of CPSF4 binding domain of NS1 in regulating TP53-i9 retention 
(Fig. 1E). At endogenous level, in A549 wt p53 cells, we observed concordant pattern 
of p53β protein augmentation with wt NS1 versus its absence with NS1-CPSF4, at least 
when low amount of plasmid is transfected (Supplementary Fig.1D), in accordance with 
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previous results (38). Altogether, these results suggest that the CPSF4-binding domain 
of NS1 is critical for the NS1-induced retention of TP53 intron 9. 
 
IAV-mediated regulation of p53 expression is affected in CPSF4-mutant influenza 
virus. 
We then investigated the impact of NS1-CPSF4 mutant on spliced p53 isoforms 
expression in the context of IAV infection. Virus expressing NS1 mutant deficient in 
CPSF4 binding, was previously described as strongly attenuated for replication (48). To 
minimize such drawback, we used the reverse genetic system of the highly replicative 
A/PuertoRico/8/33 virus (H1N1, PR8) (49) to produce viruses expressing wt NS1 or 
NS1-CPSF4 mutant. Virus recovery from pHW2000 plasmids transfection was 
achieved and recombinant PR8/NS1-wt and PR8/NS1-CPSF4 viruses were generated 
and titrated. These two viruses presented similar growth kinetics and infectivity (data 
not shown). A549 cells expressing wt TP53 gene were infected with both viruses and 
endogenous expression of p53 isoforms was measured by RT-qPCR and western-blot. 
At 8 hpi, infection with the PR8/NS1-wt virus induced a significant 25% diminution of 
endogenous p53 total mRNA levels compared to mock infection, and a slight but not 
significant increase of β variant mRNA levels and p53β protein levels (Fig. 2A-B). 
Thus, infection with PR8/NS1-wt virus reproduced what observed on endogenous p53 
isoform expression (38) and in H1299 NS1-transfected cells (Fig. 1C). In contrast to 
PR8/NS1-wt virus, no variation of p53 total mRNA levels was observed with PR8/NS1-
CPSF4 virus at 8 hpi compared to mock-infection, while a significant 1.65-fold up-
regulation of β mRNA variants and a slight increase of p53β protein levels was 
detected, suggesting that CPSF4-binding domain of NS1 has a role in modulating p53 
isoforms expression (Fig. 2A-B). At 24 hpi, no changes were observed at mRNA levels 
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with PR8/NS1-wt virus, whereas a drastic and significant increase of β mRNA variants 
was induced by PR8/NS1-CPSF4 infection in comparison with mock-infection (Fig. 
2C). However, this increase of mRNA levels was not clearly correlated at protein levels, 
as observed by western blot (Fig. 2D). This discrepancy can result from other 
regulations occurring during the several viral cycles taking place through the time 
course of 24hpi. Nevertheless, these data showed that endogenous p53 isoforms 
expression is differentially affected by influenza virus expressing either the wt NS1 or 
NS1-CPSF4 mutant protein, underlying the critical role of CPSF4 binding domain in 
NS1-induced modulation of p53 isoform expression.  
Interestingly, we observed that CPSF4 itself affects spliced p53 isoforms expression in 
basal condition. We treated H1299 p53-null cells, previously transfected with the TP53-
i9 minigene plasmid, with either a non-specific siRNA (si-ctrl) or a pool of siRNA 
targeting CPSF4 (si-CPSF4) (Fig. 3A). While in these conditions exogenous γ variant 
were barely detectable, we observed that the slight increase of α variant mRNA was 
paralleled with a significant 40% reduction of β variant levels, suggesting that silencing 
of the cellular CPSF4 factor contributes to the exclusion of TP53-i9 favoring the 
expression of p53α variant, the major form expresses by TP53 gene. More interestingly, 
similar observation was obtained at endogenous levels in A549 wt p53 cells. Indeed, 
compared to si-ctrl treated cells, si-CPSF4 treated cells showed an increase of total 
endogenous p53 mRNA levels without alteration of β forms mRNA expression (Fig. 
3B).  
Altogether, these results demonstrated that CPSF4-binding domain of NS1 is critical for 
the IAV-mediated regulation of p53 isoforms expression. Moreover, it suggests a role of 
the NS1 partner, CPSF4, in p53 isoforms expression in both mock and infected 
conditions. 
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CPSF4, NS1 and the CPSF4-binding domain of NS1 protein play a critical role in 
p53 transcriptional activity. 
Since we observed that silencing of CPSF4 modulates p53 isoforms expression pattern 
in basal condition, we investigated the effect of CPSF4 silencing on p53 transcriptional 
activity in non-infected condition. We used a panel of luciferase reporter vectors that 
reflect either the intrinsic p53 transcriptional activity (pG13-Luc, a de novo generated 
promoter containing 13 consecutive p53 responsive elements) or promoter activity of 
well-characterized p53 target genes (MDM2-Luc, p21-Luc or Bax-Luc). Compared to 
si-ctrl, si-CPSF4 treatment increased pGL13-Luc luciferase activity, indicating that 
CPSF4 modulates p53 transcriptional activity (Fig. 3C). The increased p53 
transcriptional activity in response to CPSF4 silencing was in accordance with the 
increased expression of total p53 observed above in si-CPSF4 treated cells (Fig. 3B). 
Moreover, a increase of luciferase activity was also observed with MDM2 promoter, but 
not with the ones of Bax or p21 (Fig. 3C). These results support that CPSF4 contributes 
to modulate the transcriptional activity of p53 in a promoter-dependent manner. 
We then investigated whether the NS1-mediated modulation of p53 isoforms expression 
pattern affects p53 transcriptional activity and whether such modulation is dependent 
upon CPSF4-binding domain of NS1 (Fig. 4). Increasing amount of NS1-wt or NS1-
CPSF4 mutant expressing vectors was co-transfected with one of these luciferase 
reporter vectors in A549 wt p53 cell line (NS1 expression was verified by western blot 
in Supplementary Fig. 1C). In wt NS1 transfected cells, we observed a slight decrease 
of the pG13-Luc luciferase activity together with significant increase of Bax and 
reduction of MDM2 and p21 promoter activities compared to empty control, suggesting 
that NS1 modulates p53 transcriptional activity (Fig. 4), in accordance with previously 
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published studies, including ours, demonstrating that NS1 modulates p53 transcriptional 
activity in a promoter-specific manner (37, 42). In cells expressing NS1-CPSF4 mutant, 
the pG13-Luc luciferase activity was significantly increased compared to control and 
NS1-wt conditions, resulting in dose-dependent increase of relative luciferase activity 
reaching a maximum of 6-fold induction. Such observation was supported by the 
observations that NS1-CPSF4 mutant differentially affected MDM2, p21 and Bax 
promoter activities compared to wt NS1 (Fig 4). These results indicate that the CPFS4-
binding domain of NS1 plays a critical role in the regulation of p53 transcriptional 
activity NS1-induced.  
Altogether, these data indicate that CPSF4-binding domain of NS1, but also CPSF4 
itself, affect p53 transcriptional activity and p53-responsive promoters. In addition, the 
modulation of p53 isoforms expression pattern, resulting from alternative splicing of 
TP53-i9 and induced by NS1 through its CPSF4-binding domain or by CPSF4 itself, 
was paralleled with modulation of p53 transcriptional activity, suggesting a functional 
impact on viral replication.  
 
The silencing of spliced p53 isoforms impairs the IAV replication. 
To support this hypothesis, we first determined whether a combined endogenous 
silencing of the TP53 intron 9 alternative spliced β and γ forms could affect IAV 
replication. We treated A549 p53 wt cells with either a non-specific si-RNA (si-ctrl) or 
a si-RNA targeting TP53-i9 retained by alternative splicing (si-P53i9) (Fig. 5A) prior 
infection with H3N2 influenza virus. First, we verified the silencing of spliced p53 
isoforms in response to si-P53i9 treatment (Fig. 5C-D). In non-infected cells, si-P53i9 
treatment decreased both β variant and p53β protein levels by about 40%. As previously 
described in infected cells (28), infection (si-ctrl condition) did not affect endogenous 
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p53 total mRNA levels but induced a significant and strong increase in endogenous β 
mRNA variant levels at 72hpi (4.23 and 6.80-fold increase compared to mock for MOIs 
0.1 and 0.01 respectively) (Fig. 5C). Such induction was abolished in si-P53i9 treated 
cells, demonstrating the si-RNA treatment efficacy along the infection time-course. 
Secondly, we analyzed IAV cell titers in these conditions (Fig. 5B). Silencing of TP53-
i9 spliced p53 isoforms was associated with a significant diminution in viral titers, 
particularly at 48 hpi with a 6.5 and 19-fold decreased production of influenza virus 
(MOIs 0.1 and 0.01 respectively), in comparison with si-ctrl treatment. Accordingly, 
viral expression of NP and NS1 proteins decreased in si-P53i9-treated cells compared to 
si-ctrl at 72 hpi, suggesting that spliced p53 isoforms have pro-viral activity (Fig. 5D). 
These data are in accordance with our previously published study, highlighting p53β as 
a pro-viral factor (38). 
Interestingly, levels of p53α protein were reduced in IAV infected cells in comparison 
with mock (si-ctrl condition), at both 48 and 72 hpi (Fig. 5D). Surprisingly, while si-
P53i9 transfection did not change the level of p53α protein in mock condition, we 
clearly observed more p53α in infected and si-P53i9 transfected A549 cells compared to 
si-ctrl. Since these variations at protein levels were not observed at RNA levels, these 
observations suggest that C-terminal spliced p53 isoforms contribute to the IAV-
reduction of p53α regulation through a post-transcriptional mechanism (Fig. 5D).  
Since CPSF4 affects spliced p53 isoform expression pattern and p53 transcriptional 
activity (Fig. 3) and since CPSF4 promoter contains p53-response elements (data not 
shown), we analyzed CPSF4 expression in these si-P53i9 conditions. Interestingly, 
silencing of the spliced β and γ variants was associated with an increase of CPSF4 
protein, both in non-infected and infected conditions, while it decreased mRNA levels, 
suggesting a regulation of CPSF4 a transcriptional level and that the CPSF4 protein 
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stabilization in IAV-infected cells is dependent upon spliced p53 isoforms (Fig. 5D and 
Supplementary Fig. 2). These data suggest a regulatory loop between CPSF4 and p53 
isoforms that could modulate IAV infection. 
 
The silencing of the CPSF4 factor also impacts the IAV replication. 
Due to the multilayer interplay between p53 isoforms and CPSF4, as well as between 
NS1 and CPSF4, we investigated the impact of cellular CPSF4 silencing on IAV 
replication. We first compared IAV growth kinetics in A549 wt p53 cells treated with 
si-CPSF4 or si-ctrl (Fig. 6A). When CPSF4 expression was drastically reduced by si-
CPSF4 treatment, at mRNA and protein levels (Fig 6B-C), a significant increase of viral 
replication was observed in comparison to si-ctrl cells, with viral titers increased by up 
to 7 times at 72hpi (MOI 0.01) (Fig. 6A). Accordingly, viral expression of NP and NS1 
proteins were increased in si-CPSF4 treated cells compared to si-ctrl cells (Fig. 6B). 
These data suggest that CPSF4 exhibits an anti-viral effect, on its own. Inversely, 
influenza virus (si-ctrl condition) decreased CPSF4 protein in A549 wt p53 cells while 
it increased CPSF4 mRNA levels, suggesting a regulation of CPSF4 at post-
transcriptional levels in response to infection (Fig5D and Supplementary Fig. 2). 
Moreover, as expected regarding our previous results (Fig. 3B), the si-CPSF4 treatment 
induced alteration of endogenous p53 expression with enhancing levels of both p53α 
and p53β proteins at 48 hours post-transfection (Fig. 6B).  
Secondly, IAV growth kinetics were also performed in H1299 p53-null cells treated 
with si-CPSF4 or si-ctrl (Fig. 6D). In clear contrast with results obtained in A549 wt 
p53 cells, the si-CPSF4 treatment impacted neither viral growth nor viral expression 
(Fig. 6E). Interestingly, the increased CPSF4 mRNA levels in response to infection in 
wt p53 cells was inhibited in absence of endogenous p53 expression (si-ctrl conditions, 
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Fig. 6C versus 6F). However, at protein levels, CPSF4 protein remained elevated in 
p53-null cells both in non-infected and infected cells, suggesting that CPSF4 protein 
stability is dependent upon p53 (Fig. 6E). These results support a regulatory loop 
between CPSF4 and p53 during IAV infection and suggest that the CPSF4 anti-viral 
effect on IAV replication is p53- dependent. 
 
TP53 spliced p53β and p53γ isoforms together with CPSF4 contribute to p53-
mediated IFN-response to IAV infection and extracellular stresses. 
Knowing that p53 is a key player in the regulation of innate immune responses 
(reviewed in (33)), and that the CPSF4-binding domain of NS1 has been recently 
associated to IFN regulation mechanism during infection (50), we wanted to further 
investigate the role of TP53 gene pathway, as well of CPSF4, on type I IFN responses 
in the context of infection, using a siRNA-based approach (Fig. 7). A549 p53 wt cells 
were transfected with either a pool of siRNA targeting all p53 isoforms (si-P53tot, Fig. 
5A), siRNA targeting spliced p53β and p53γ isoforms (si-P53i9), CPSF4 (si-CPSF4) or 
a non-specific siRNA (si-ctrl). Transfected cells were then infected with influenza virus 
A/Moscow/10/99 (H3N2) at a MOI of 4. Supernatants were harvested at 24 hpi to 
monitor IFN α and β levels (Fig. 7A) while the siRNA efficiency was controlled by 
western blot on cell lysates (Fig. 7C). 
First, our results indicated that the knockdown of all p53 isoforms (including full-length 
p53α) strongly reduced the production of type I IFN, in comparison to cells treated with 
si-ctrl, with more than 50 and 40% reduction of IFN α and IFN β, respectively (Fig. 
7A). This result was in good agreement with previous reports and underlined the 
contribution of TP53 gene to the regulation of IFN antiviral response (51). Interestingly, 
we observed a very similar impact on IFN production in si-P53i9 condition, with around 
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50% reduction of IFN α and IFN β (Fig. 7A). More importantly, since reduction of IFN 
was similar using either si-P53tot or si-P53i9, it suggested that the spliced β and γ 
variants are the major component, if not the only one, of the global p53-mediated 
regulation of IFN response. Regarding CPFS4, a significant decrease of 50% of IFN α 
and β was observed in si-CPSF4 depleted cells compared to si-ctrl cells, suggesting 
CPSF4 is also an important player, by itself, in the regulation of IFN production. 
Noteworthy, the combination of si-P53i9 and si-CPSF4 also decreased the level of IFN 
production, however, in a similar range compared to single si-RNA treatments, without 
any additive effect. These observations were also supported by western blot, using the 
phosphorylation of STAT1 as an indicator of type I IFN response (Fig. 7C). Thus, these 
data suggest that both the spliced p53β and p53γ isoforms and CPSF4 are involved in 
promotion of type I IFN production in response to IAV infection, certainly through a 
common pathway. 
To determine whether the CPSF4- and spliced p53 isoforms-induced IFN production 
occurs also in an extracellular stress context, different from IAV infection, we 
performed similar experiments n response to poly(I:C) treatment (Fig. 7B and D). 
Interestingly, we obtained similar results using our panel of siRNA, but only in the 
context of IFN α. Indeed, compared to si-ctrl treated cells, only a limited but statistically 
significant reduction of IFN β was achieved in si-P53tot treated cells (Fig. 7B). These 
data suggest that both CPSF4- and spliced p53 isoforms-induced IFN production is 
mainly dependent upon IAV infection. 
Altogether, these results clearly indicate that spliced p53β and p53γ isoforms are major 
contributor to the global p53-mediated regulation of type I IFN. Interestingly, our data 
suggest that CPSF4/spliced p53 isoforms are part of the same pathway, favoring IFN 
production during IAV infection. 
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Discussion  
During their replication cycle, IAV are known to hijack the host splicing machinery to 
process their smallest gene segments (M and NS). For this, they have developed 
accurate regulation mechanisms to hijack the host spliceosome to enable the expression 
of specific spliced IAV products throughout infection (5). Indeed, several genome-wide 
screening studies, dedicated to point important host factors for IAV replication, have 
highlighted a large number of cellular proteins involved in RNA maturation and splicing 
processes, including several splicing factors (5, 52-54). However, the impact of IAV 
infection on the regulation of splicing of host mRNAs has not been extensively 
investigated yet. 
The transcription factor p53, also named “guardian of the genome” or “cellular 
gatekeeper” is most of the time – if it is not always – targeted by viruses during the 
time-course of infection (34, 55). This feature is a powerful way for viruses to modulate 
or hijack p53-mediated cellular functions, including those involved in the regulation of 
the immune and inflammatory responses (33, 39). In the context of IAV, we and others 
have demonstrated that IAV target p53 at several transcriptional and post-transcriptional 
regulatory levels (36-38, 40-42). Among these, we demonstrated a functional interplay 
between IAV viral production and p53 isoforms, notably with p53β isoform, known to 
be generated by partial retention of TP53-i9 (38, 56). In this study, we describe another 
layer of interplay, showing that IAV infection modulates the alternative splicing of 
TP53 at the level in intron 9, in favor of under-represented spliced forms such as p53β, 
in good agreement to that was previously observed (38). Interestingly, the non-structural 
protein NS1 appears to be a major player in this mechanism, as NS1 transient 
expression experiments recapitulated our initial observation on TP53 splicing in the 
context of infection (Fig. 1C). Among the multiple functions of NS1, we currently know 
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that NS1 interferes with several cellular signaling pathways, including p53, but also 
play an important role in the modulation of mRNA maturation and splicing (6, 7), and 
our results illustrate well how these different functions overlap during infection. 
One striking result in our study was that the CPSF4-binding domain of NS1 is involved 
in the NS1-mediated modulation of TP53 intron 9 retention, as demonstrated by 
transient expression experiments (Fig. 1 and 4) and the use of NS1 recombinant viruses 
(Fig. 2). In addition, our results suggest a regulatory loop between IAV NS1, and host 
factors CPSF4/p53 during IAV infection (Fig. 5-7). Interestingly, a large part of 
literature dedicated to CPSF4 (CPSF30), originates from studies performed in the 
context of IAV infection (21). The first described role of CPSF4 is to participate to 3’ 
end cleavage and polyadenylation of cellular pre-mRNAs. The binding of NS1 to 
CPSF4 was demonstrated to inhibit these activities, contributing to the NS1-mediated 
regulation of host gene expression and inhibition of interferon response (24, 25, 27, 57). 
In line with these features; our results indicate that CPSF4 contributes to the p53-
mediated IFN-response to IAV infection (Fig. 7), supporting the hypothesis of a link 
between CPSF4 and the innate immune response. More recently, several reports have 
investigated the functional contribution of CPSF4 to the spliceosome machinery, acting 
as a cofactor for splicing regulators, such as RBFOX2 or HNRNPA1, suggesting that 
CPSF4 is more directly involved in the regulation of alternative splicing (28-30). Once 
again, our results are in good agreement with this emerging role for CPSF4. Indeed, we 
demonstrated that CPSF4 is involved in the regulation of TP53 splicing, showing that 
the use of a specific si-RNA targeting CPSF4 contributes to the exclusion of TP53-
intron 9 in favor of the expression of p53α variant, even in basal condition, outside of 
IAV infection context (Fig. 3A). Thus, we identified a novel splicing regulator of the 
TP53 alternative splicing at the level of its intron 9. Future investigations will be 
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necessary to understand if this CPSF4-mediated modulation of splicing is specific to 
TP53 (or to a subset of host genes) or rather results from a more global impact on host 
splicing. 
Altogether, our combination of different experimental approaches revealed strong 
regulatory connections between NS1, CPSF4 and p53. To dress a complete picture of 
this virus-host trio, we also made interesting crossed observations focused on TP53 
splicing and p53 transcriptional activity. First, we have demonstrated that CPSF4 
modulates both TP53 splicing and p53 transcriptional activity (Fig.3). These two events 
are likely directly correlated, as we previously demonstrated that p53 spliced forms 
regulate p53 transcriptional activity (45, 46). In parallel, we have also demonstrated that 
NS1 modulates the alternative splicing of TP53 intron 9, in favor of β and γ forms, and 
that the CPSF4 binding domain of NS1 was involved in this modulation (Fig. 1). This 
NS1-mediated modulation of TP53 splicing was correlated with a modulation of p53 
transcriptional activity, the latter being in agreement with previously published works 
(37, 42). In addition, several studies, including ours, performed in different 
physiological and pathological contexts, clearly indicate that alteration or disruption of 
the splicing machinery have a marked impact on p53 transcriptional activity and p53-
mediated cellular responses, in a promoter-dependent manner, suggesting a role of the 
p53 spliced isoforms in these processes (47, 58). Our results obtained in the case of IAV 
infection, or in the experimental contexts of NS1 transient expression/silencing of 
CPS4, confirmed these observations, as we described a marked deregulation of TP53 
splicing associated to a modulation of p53 transcriptional activity in a promoter 
dependent-manner (Fig. 1-4). 
Finally, our results focused on viral production and p53-mediated regulation of type I 
IFN response complete our understanding of the underlying biological significance of 
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the NS1/CPSF4/p53 interplay. Using specific si-RNAs, we first demonstrated that p53 
spliced β and γ forms have a pro-viral effect (Fig. 6), in line with our previous study 
(38). In parallel, we have also observed that silencing of CPSF4, which modulates TP53 
splicing, significantly affects viral production, in a p53-dependent manner (Fig. 5). This 
latter experimental silencing of CPSF4 could be somewhat compared to that happens 
from early steps of IAV infection, with NS1 hampering CPSF4 functions. We can 
hypothesize that the role of CPFS4 in IAV infection may not only rely on the 
maturation of host pre-mRNAs (21-23), but also, on the modulation of TP53 splicing 
and p53-mediated responses, NS1 being involved in those two mechanisms. A 
converging point between known functions of CPSF4 and those of p53 is the regulation 
of IFN responses. Indeed, CPSF4 is involved in the NS1-dependent regulation of 
several host genes and particularly to the inhibition of IFN response (24-27). On the 
other side, p53 is known to constitute an amplification loop in the innate immune 
response, TP53 being part of the family of Interferon-stimulated genes (ISGs), and p53 
regulating the expression of several genes involved in IFN response (reviewed in (33)). 
Our results confirmed these observations (Fig. 7), and suggest that spliced p53β and 
p53γ isoforms are major contributor to the global p53-mediated regulation of type I 
IFN, and that CPSF4 might be involved in the same regulatory loop.  
Based on our results, we can propose the following model depicted in Fig.8. During 
IAV infection, NS1 inhibits p53 transcriptional activity via its interaction with p53, but 
also via the modulation of TP53 splicing – NS1 “buffering” the function of CPSF4 in 
mRNA maturation and splicing (Fig. 8). As a consequence, spliced p53 isoforms 
modulation of p53 transcriptional activity, and notably p53-mediated antiviral 
responses, coupled to the global impact of CPSF4 blockade, positively affect viral 
production. In presence of mutations in NS1 preventing its binding to CPSF4, this 
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regulation loop is impaired, and the antiviral response is increased, limiting viral 
production (Fig. 8). In future investigation, it will be interesting to investigate the 
presence of specific mutations in NS1 of IAV circulating strains that could interfere in 
this NS1/CPSF4/p53 trio, to evaluate a possible impact on strain pathogenesis and 
virulence. 
In conclusion, our results have completed our understanding of the complex 
mechanisms of hijacking of the p53 pathway during IAV infection, but have also 
highlighted a particular virus-host trio NS1/CPSF4/p53 that is crucial for viral 
replication, at the crossroad of mRNA maturation and splicing and p53-mediated 
antiviral responses.  
 
 
Methods 
Cells lines, influenza viruses and infection 
Human lung epithelial A549 (wild-type p53; ATCC CCL-185) and H1299 (p53 null; 
ATCC CRL-5803) cells were maintained at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM; Life Technologies) supplemented with 10% (or 5% for H1299 cells) 
of heat-inactivated fetal calf serum, 2 mM L-glutamine (Sigma Aldrich), penicillin 
(100 U/mL) and streptomycin (100 μg/mL) (Lonza), under a 5% CO2 atmosphere.  
Influenza viruses A/Moscow/10/99 (H3N2) and A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), obtained 
from the French national influenza monitoring network GROG (Groupes Régionaux 
d’Observation de la Grippe, Lyon, France), were produced in Madin-Darby canine 
kidney (MDCK) cells (ATCC CCL-34) in Eagle’s minimum essential medium (EMEM; 
Life Technologies). Viruses were titrated on confluent layers of MDCK cells in 96-well 
plates to determine the 50% tissue culture infectious dose by endpoint titration 
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(TCID50/mL), determined using the Reed and Muench statistical method (59). A549 
and H1299 cells were infected at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 or 4 
TCID50/cell. After 1h of viral adsorption, cells were overlaid with DMEM 
supplemented of 2 mM L-glutamine, penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 μg/mL) 
and 0.5 μg/mL TPCK-trypsin (Roche diagnostics) and incubated at 37°C.  
For viral growth kinetic assays, MDCK cells were infected at MOI of 10-1 or 10-2 
TCID50/cell. After a 1-h viral adsorption period, cells were overlaid with Eagle's 
minimum elementary medium (EMEM, Lonza) supplemented with 1 μg/ml trypsin 
(Roche diagnostics) and further incubated at 34 °C. Harvested supernatants were 
centrifuged at 1500g for 10 min and stored at − 80 °C until analysis. 
 
Plasmids and TP53-i9 minigene 
For transient expression of NS1, A549 and H1299 cells at 40% of confluence were 
transfected using TransIT-LT1 Reagent (Mirus), following manufacturer’s instructions, 
with a panel of pCI plasmids empty or carrying wild-type or mutated NS1 sequences 
derived from the A/Moscow/10/99 (H3N2) strain. Wild-type pCI-NS1 (NS1 wt) is a 
kind gift of Dr Nadia Naffakh, Institut Pasteur, France. Three pCI-NS1 mutants (NS1-
Y89F, NS1-R38A/K41A and NS1-CPSF4, mutated from amino acids 184 to 188, 
sequence RFLRY in place of GLEWN) were obtained by site-directed mutagenesis. 
Each plasmid was validated by sequencing.  
For TP53 splicing assay, we advantageously used the pcDNA3-ASAi9 p53 minigene 
plasmid (named TP53-i9 minigene), which design and protocol were previously 
described (47). The pcDNA3-ASAi9 p53 minigene contains a portion of the TP53 gene 
that includes the 3’ end of exon 9, the entire intron 9 and the beginning of exon 10, as 
pictured in Fig. 1A, as well as the neomycin-resistant gene used to assess transfection 
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efficiency. In infection experiments, cells were infected as described, 24-48h after 
TP53-i9 minigene transfection. In co-transfection experiments, the TP53-i9 minigene 
was transfected simultaneously with indicated quantities of pCI-NS1 expressing 
plasmid.  
 
RNA analysis and real-time quantitative PCR  
Cells lysates were harvested at 8 hours post-infection (hpi, MOI 4) or at 24 hpi (MOI 
0.1) and total RNAs were extracted using the RNeasy minikit (Qiagen), according to 
supplier protocol. Reverse transcription was performed on 1μg of total RNAs with 
SuperScriptII Reverse Transcriptase (Invitrogen) at 42°C followed by a quantitative 
PCR using SYBR Green qPCR Master Mix (Agilent, Santa Clara, CA, USA). In TP53-
i9 minigene experiment, we used specific primers for each p53 spliced RNAs or 
neomycin-resistance gene, as previously described (47). For quantitation of endogenous 
p53 mRNA levels, qPCR was carried out using TaqMan 2X Universal PCR Master Mix 
No AmpErase UNG (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA) with specific sets of 
primers and probes: E8/9 primers for amplification of total p53 isoforms, p53β primers 
for amplification of β forms and Actin primers for normalization, as previously 
described (47). A complete list of primers and probes used in this study is available in 
Supplementary Table 1. The ΔΔCT method was used to determine the fold change of 
mRNA levels using neomycin-resistance or actin expression level as a reference. 
Relative mRNA levels were quantified in triplicate, on three independent experiments at 
least, to perform statistical analyses. The ratio of β+γ variants on total expression was 
measured dividing the sum of β and γ relative quantities, by the sum of α, β and γ, all 
forms being individually normalized onto neomycin. This ratio of β+γ variants is used 
an indicator of the extent of splicing for comparison purpose. 
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Western-blotting 
Total proteins were extracted by scraping and syringing cells in 1X NuPAGE LDS 
buffer (Invitrogen). About 15–30 μg of proteins were loaded on 10 or 12% SDS gels 
and analyzed by immunoblotting using the following antibodies: sheep polyclonal 
antibody anti-total p53 isoforms (SAPU, Dundee, UK); rabbit polyclonal antibodies 
anti-NS1 (30F/31F, kind gift of Daniel Marc, INRA Tours, France), anti-NP 
(CDC/IVPS, 30AUG01) and anti-phosphorylated (Tyr701) STAT1 (#9167, Cell 
Signaling Technology); mouse monoclonal antibodies anti-p53 TA isoforms (DO-1, 
Dundee, UK), anti-NS1 (SantaCruz, sc-130568), anti-CPSF4 antibody (Santa-Cruz sc-
393316), anti-STAT1 (#9176, Cell Signaling Technology) and anti-Ku80 (AbCam), 
used as loading control. 
 
Transactivation assay  
A549 cells were transfected with 1μg of firefly luciferase reporter vectors 
corresponding to different p53-responsive elements. Cells were co-transfected with pCI-
empty or NS1-expressing pCI plasmids and harvested at 48h post-transfection. 
Transfection efficiency was normalized using 100ng of Renilla luciferase plasmid. 
Luciferase activity was measured in whole cell extracts, in triplicate on two independent 
experiments, using the Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega), according to 
the manufacturer’s instructions. The different reporter vectors used were pG13-luc with 
the luciferase gene under the control of thirteen copies of the p53-binding consensus 
sequence (5’- CCAGGCAAGTCCAGGCAGG- 3’) and p21-luc, Mdm2-luc and Bax-
luc with the luciferase gene under the control of the complete (p21) or partial (Mdm2 
and Bax) promoter sequence of the corresponding genes (60-62).  
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Recombinant viruses 
Recombinant PR8/NS1 wt and PR8/NS1-CPSF4 viruses were generated by reverse 
genetic, as previously exemplified (63). Briefly, a pHW2000 plasmid containing NS 
sequence from A/Moscow/10/99 (49) was mutated to generate NS1-CPSF4 mutant 
(from amino acid 184 to 188, sequence RFLRY in place of GLEWN). Recombinant 
virus generation was performed by transfection of 293T cells using set of pHW2000 
plasmids from PR8 system and pHW2000 plasmid containing NS wt or NS1-CPSF4 
sequences from A/Moscow/10/99coding. At 48 h post-transfection, viruses in the 
culture supernatant were harvested and used to infect layer of MDCK cells. Viral stocks 
were prepared after three passages on MDCK cells and titers were measured using 
standard TCID50 methods. Full genomes of recombinant viruses were validated by 
sequencing.  
 
si-RNA treatment 
A549 or H1299 cells (cell confluence, 50%), seeded in antibiotic-free medium, were 
transfected twice at 24h intervals with either 50 nM of nonspecific si-RNA (si-ctrl, 
catalog number 0R-0030-Neg05; Eurogentec), or a pool of si-RNA CPSF4 (on-Target 
plus Human CPSF4 #10898 siRNA smartpool, Dharmacon), specific si-RNAs targeting 
global p53 isoforms (si-P53tot) or p53 spliced β and γ forms (siP53-i9, Fig. 6A; 
Eurogentec based on sequences in (47)), using Oligofectamine (Life Technologies) 
according to the manufacturer’s instructions. Cells were then infected or treated 24h 
after the last si-RNA transfection. The efficiency of si-RNA mediated knockdown after 
treatment was evaluated by RT-qPCR and/or western blotting. 
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IFN-α/β ELISA 
Twenty-four hours after si-RNAs transfection, A549 cells were infected with 
A/Moscow/10/99 (H3N2) at MOI 4 or alternatively treated with 50 μg /mL of 
extracellular poly I:C (Sigma Aldrich). Forty-eight hours after transfection, type I IFN-α 
and IFN-β were quantified in supernatants using the VeriKine Human Interferon Alpha 
Multi-Subtype Serum ELISA Kit or the VeriKine-HSTM Human Interferon Beta Serum 
ELISA kit (PBL Assay Science, NJ, USA) respectively, following the manufacturer’s 
protocol.  
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Figures captions 
 
Figure 1 – Influenza viruses and the viral NS1 protein by itself modulate TP53-i9 
minigene alternative splicing. (A) Picture of TP53-i9 minigene. Intron 9 of p53 was 
inserted into pCDNA3 plasmids with part of exon 9 and 10 on both sides, transcription 
of mRNA corresponding to each spliced variants depending on CMV promoter (507). 
(B) Levels of mRNAs corresponding to p53 spliced variants α, β and γ were measured 
in H1299 cells (p53 null) in which TP53-i9 minigene plasmid was transfected 36 hours 
before mock infection or infections by A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) or A/Moscow/10/99 
(H3N2). Cells lysates were harvested at 8hpi for infection at MOI 4 or at 24hpi for 
infection at MOI 0.1 and relative levels of mRNAs corresponding to α, β and γ p53 
spliced variants were measured by specific RT-qPCR. Expression of each variant was 
normalized onto neomycin-resistance gene, also expression by TP53-i9 minigene. Viral 
protein expression (NP and NS1) was monitored by western blot. (C) The expression of 
variants α, β and γ was measured in H1299 cells 48h after co-transfection of TP53-i9 
minigene and 1μg of pCI empty or pCI NS1 wt and was used to calculate β+γ ratio 
compared to total mRNA expression. Mean values +/- standard deviation for at least 
three independent experiments are presented and statistical tests compared each 
condition to its control condition using two-way ANOVA (**, p < 0.01; ***, p < 
0.001). (D-E) In H1299 cells, TP53-i9 minigene was co-transfected with 1μg of pCI 
empty, pCI NS1wt (results extracted from Figure 1C) or pCI NS1-Y89F, pCI NS1-
R38A/K41A and pCI NS1-CPSF4 mutants (D) or with increasing amounts (0.1, 0.5 or 
1μg) of pCI NS1 wt or pCI NS1-CPSF4 plasmids (E). Forty-eight hours after co-
transfection, levels of α, β and γ mRNAs were measured (Supplementary 1) and used to 
estimate β+γ ratio. Efficacy of NS1 transient expressions was validated by western-blot. 
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Mean values +/- standard deviation from more than three independent experiments and 
statistical tests compared each condition to its control empty condition or NS1 wt 
condition using Student’s t-test are presented (*, p < 0,05; **, p < 0.01 and ***, p < 
0.001). 
 
Figure 2 – IAV-regulated p53 expression is affected by CPSF4-mutant. A549 cells 
were mock- or infected with either recombinant IAV PR8/NS1 wt or PR8/NS1-CPSF4 
viruses. Cells lysates were harvested at 8hpi (MOI 4, A-B) or 24hpi (MOI 0.1, C-D). 
Detection of total p53 and β forms was performed by RT-qPCR and western-blot 
(SAPU antibody). Viral proteins NP and NS1 were also detected. * and ** indicate 
short and long exposure, respectively. Mean values +/- standard deviation of 
experimental duplicates are presented and statistical tests compared each condition to its 
control condition using two-way ANOVA and Dunnett’s post-test (*, p < 0.05; **, p < 
0.01 and ***, p < 0.001). 
 
Figure 3 – The silencing of cellular CPSF4 factor impacts TP53 splicing and p53 
transcriptional activity. CPSF4 silencing was performed by transfecting H1299 (p53-
null) or A549 (p53wt) cells with either a non-specific siRNA (negative-control si-ctrl), 
or a pool of siRNAs targeting cellular CPSF4. (A) Twenty-four hours following siRNA 
treatment, H1299 cells were transfected with TP53-i9 minigene plasmid and the relative 
expression of spliced α, β and γ p53 variants was measured by RT-qPCR at 48 hpt. (B) 
Similar si-RNA treatment was performed on A549 cells and relative mRNAs levels of 
global p53 or β forms was measured and normalized on actin expression. (C) Twenty-
four hours following siRNA treatment, A549 cells were transfected with pG13-luc, 
Mdm2-luc, Bax-luc or p21-luc reporter plasmids and relative luciferase activities were 
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measured 48h later. Mean values +/- standard deviation of experimental duplicates are 
shown and statistical tests compared each condition to the si-ctrl condition using two-
way ANOVA and Dunnett’s post-test (**, p < 0.01). 
 
Figure 4 – The CPSF4-binding domain of NS1 protein plays a crucial role in the 
alteration of p53 isoforms expression and p53 transcriptional activity. A549 cells 
were transfected with pG13-luc, Mdm2-luc, Bax-luc or p21-luc reporter plasmids 
together with increasing concentrations of NS1 expressing plasmid (wt or NS1-CPSF4 
mutant). Measures of p53 transactivation activity were made in triplicate on two 
independent experiments and expressed in relative luciferase unit (RLU) compared to 
empty condition. Mean values +/- standard deviation are represented and statistical tests 
compared each condition to empty condition using one-way ANOVA and Dunnett’s 
post-test (*, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001). 
 
Figure 5 – Silencing of the TP53 intron 9 alternative spliced forms β and γ impairs 
the IAV replication. A549 cells were transfected twice with non-specific si-RNA 
(negative-control si-ctrl) or a specific si-RNA targeting the β and γ p53 spliced forms, 
as illustrated in (A). Twenty-four hours after the last treatment, cells were infected with 
A/Moscow/10/99 (H3N2) at MOI 0.1 or 0.01. Supernatants were harvested at 24h 
interval during 3 days and the viral replication was determined by endpoint TCID50 
titration in MDCK cells (measured in quadruplicate in 2 independent experiments) (B). 
Cells lysates were harvested before infection (T=0) or at 72hpi to quantify p53total and 
p53β mRNA expression levels by RT-qPCR, normalized on actine expression (C). 
Cellular and viral proteins were detected in western-blot (D). * and ** indicate short 
and long exposure respectively. Data represent independent experimental duplicates. 
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Mean values +/- standard deviation are represented and statistical tests compared each 
condition to si-ctrl T=0 condition using two-way ANOVA (*, p < 0.05; **, p < 0.01). 
 
Figure 6 – The silencing of cellular CPSF4 factor impacts IAV replication, in a 
partially p53-dependent manner. A549 (A-C) or H1299 (D-F) cells were treated 
twice with either a nonspecific siRNA (negative-control si-ctrl) or a pool of siRNAs 
targeting cellular CPSF4. Twenty-four hours after the last transfection, cells were 
infected with A/Moscow/10/99 (H3N2) at MOI 0.1 or 0.01. Supernatants were 
harvested at 24h interval during 3 days and the viral kinetics in A549 cells (A) or H1299 
cells (D) were determined by endpoint TCID50 titration in MDCK cells (measured in 
quadruplicate in 2 independent experiments). Cells lysates were harvested before 
infection (T=0) or at 72hpi and cellular p53 and CPSF4, together with viral NP and NS1 
proteins were detected by western-blot (B and E). CPSF4 mRNA expression was also 
measured by RT-qPCR (normalized on GAPDH expression) at T=0 and 72 hpi (C-F). 
All data represent independent experimental duplicates. Mean values +/- standard 
deviation are represented and statistical tests compared each condition to si-ctrl one at 
T=0 using two-way ANOVA (*, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001). 
 
Figure 7 – TP53 spliced p53β and p53γ isoforms together with CPSF4 contribute to 
p53-mediated IFN-response to IAV infection and extracellular stresses. A549 cells 
were treated twice with nonspecific si-RNA (si-ctrl), a siRNA targeting all p53 forms 
(si-P53tot, figure 5A), a specific siRNA targeting β/γ p53 spliced forms (si-P53i9, 
figure 5A), a pool of si-RNAs targeting CPSF4 (si-CPSF4) or a combination of si-P53i9 
and si-CPSF4. Twenty-four hours later, we infected cells with A/Moscow/10/99 
(H3N2) at MOI of 4 (left panel) or added extracellular poly I:C to induce a stress 
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through TLR3 activation (right panel). (A-B) Supernatants were harvested 24h later for 
IFN-α and IFN-β quantification and (C) cells lysates were also collected to monitor 
infection, si-RNA efficiency and IFN-response via STAT1 phosphorylation by western-
blot. * and ** indicate short and long exposure respectively with DO-1 antibody. Mean 
values +/- standard deviation of experimental duplicate are shown and two-way 
ANOVA test compared each condition to si-ctrl condition (*, p < 0.05; **, p < 0.01 and 
***, p < 0.001). 
 
Figure 8 – Working model of interplay between IAV NS1 protein, cellular factor 
CPSF4 and TP53 splicing.  
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Supplementary Figure 1. (A-B) The expression of variants α, β and γ was measured by 
RT-qPCR in H1299 cells 48h after co-transfection of TP53-i9 minigene and 1μg of pCI 
empty, pCI NS1wt or pCI NS1-Y89F, pCI NS1-R38A/K41A and pCI NS1-CPSF4 
mutants (A) or with increasing amounts (0.1, 0.5 or 1μg) of pCI NS1 wt or pCI NS1-
CPSF4 plasmids (B). Mean values +/- standard deviation for at least three independent 
experiments are presented and statistical tests compared each condition to its control 
condition using two-way ANOVA (**, p < 0.01; ***, p < 0.001). (C) A549 cells were 
transfected with 1μg of pCI plasmids (empty, NS1 wt or NS1-CPSF4) for 48 hours and 
endogenous expressions of global or β p53 forms were measured by RT-qPCR. Levels 
of mRNAs were measured in five independent experiments and normalized on the 
empty condition. (D) Increasing concentrations of NS1 expressing plasmids (wt or NS1-
CPSF4 mutant) were transfected into A549 cells and p53 isoforms expression was 
detected by western-blot using SAPU antibody. * and ** indicate short and long 
exposure respectively. Based on their size, we identified some of p53 isoforms. NS1 
was also detected and Ku80 was used as loading control. 
 
Supplementary Figure 2. (A) After si-P53i9 treatments, cells lysates were harvested 
before infection (T=0) and we quantified CPSF4 expression levels by RT-qPCR, 
normalized on GAPDH expression.  
Relative Level of Protein (RLP) CPSF4 was measured by densitometry from western-
blots of Figure 5F (B), Figure 6B (C) and Figure 6E (D).  
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Supplementary table and figures 
 
Supplementary table 1 – Complete list of qPCR primers used in this study  
Designation 5’ – 3’ Forward 5’ – 3’ Reverse Manufacturer 
SyBR Green 
TP53i9 
minigene α CTTCAGATCCGTGGGCGTGA 
CTGCAGAATTCGCCCTTC
TG 
Eurogentec 
TP53i9 
minigene β 
AAGAGAGCATGAAAATGGT
TCTATGA Eurogentec 
TP53i9 
minigene γ CACCCTTCAGATGCTACTTG Eurogentec 
Neomycin AGACAATCGGCTGCTCTGAT CAATAGCAGCCAGTCCCTTC Eurogentec 
CPSF4 QuantiTect Primer Assay (product no 249900) Qiagen 
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAG 
GTTCAGCTCAGGGATGAC
C Eurogentec 
TaqMan assays 
P53 
(Exon8/9) 
GAAGAGAATCTCCGCAAGA
AAGG 
TCCATCCAGTGGTTTCTT
CTTTG Eurogentec 
Probe P53 
(Exon8/9) AGCACTAAGCGAGCACTGCCCAACA Eurogentec 
p53β AACCACTGGATGGAGAATATTTCAC 
AAGAGAGCATGAAAATG
GTTCTATGA Eurogentec 
Probe p53β CAGGACCAGACCAGCTTTCAAAAAGAAAATTGTT Eurogentec 
Actin GGCACCCAGCACAATGAAG GCCGATCCACACGGAGTACT Eurogentec 
Probe Actin TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC Eurogentec 
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Discussion et perspectives 
 
Dans notre étude, nous avons tout d’abord démontré que l’infection par les IAV 
induit une modulation de l’épissage alternatif de p53. Par cette régulation, les IAV 
semblent induire l’expression des variants épissés de p53, β et γ, qui sont faiblement 
représentés par rapport à la forme principale α, dans des conditions physiologiques 
sans infection. Cette modulation fait intervenir la protéine virale multifonctionnelle NS1, 
connue pour son rôle clé dans les mécanismes d’évasion virale et de détournement 
des machineries cellulaires (508, 509). Nos résultats en infection ont également montré 
que l’expression des isoformes et la modulation de l’activité transcriptionnelle de p53 
qui en résulte, sont drastiquement différentes lorsque que la protéine NS1 est mutée 
sur son site de liaison au facteur cellulaire CPSF4 (506). Jusque-là, l’interaction entre 
NS1 et CPSF4 était uniquement documentée pour son rôle dans la régulation de 
l’expression des gènes cellulaires, dont ceux de la réponse interféron, via l’altération 
de la polyadénylation des ARNm cellulaires. Par cette étude, nous avons mis en 
évidence l’impact de CPSF4 sur la réplication virale, ainsi que sur l’épissage endogène 
de p53. Nous proposons ainsi que les interactions fonctionnelles entre NS1, CPSF4 et 
p53 constituent l’un des niveaux de régulation de la réponse interféron contre les IAV. 
Ce modèle de régulation nécessite toutefois davantage d’investigations pour 
être complètement validé. En effet, il est délicat de tirer des conclusions définitives sur 
la modulation des isoformes épissées de p53 au cours de l’infection influenza, sachant 
que ce mécanisme est dynamique et sujet à de nombreux processus de rétrocontrôles. 
Néanmoins, notre étude nous permet de compléter le modèle d’interactions 
fonctionnelles des IAV avec la voie p53 (Figure 23), mettant en jeu plusieurs niveaux 
de régulation : (i) la stabilisation protéique de p53 et la modulation de son activité 
transcriptionnelle par les protéines virales NS1 et NP (494, 498) ; (ii) la modulation de 
l’expression des isoformes de p53 (495) via la dérégulation de la machinerie cellulaire 
d’épissage alternatif (manuscrit 2) ; et (iii) la régulation de p53 via son inhibiteur 
spécifique Mdm2 (5, 497). 
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Figure 23 - Modèle d’interactions des virus influenza avec la voie de signalisation p53.  
 
 
D’un point de vue plus général et indépendamment du contexte infectieux, notre 
étude a permis d’identifier la protéine cellulaire CPSF4 comme un nouveau facteur 
d’épissage de p53. Jusque-là, cette protéine CPSF4 était principalement décrite 
comme un constituant du complexe CPSF, responsable de la polyadénylation des 
ARNm. Par ailleurs, il a été récemment démontré que les processus d’épissage, de 
maturation et de polyadénylation des ARNm seraient interconnectés (510). Ainsi, le 
complexe CPSF semble impliqué dans des évènements d’épissage alternatif, même 
éloigné de l’extrémité 3’ de l’ARNm sur laquelle il intervient pour la maturation, en 
participant directement au recrutement des facteurs d’épissage (511, 512). Avant notre 
étude, seulement deux autres facteurs d’épissage cellulaires de la famille des SR (pour 
serin-arginin-rich protein), SFRS1 et SFRS3, ont été décrit comme affectant 
l’expression des isoformes de p53 (507, 513). Ainsi, il est intéressant de constater que 
l’étude des relations hôte-pathogène permet, tel que cela a été le cas dans la 
découverte de p53, de caractériser davantage les voies cellulaires de signalisation. 
 
D’un point de vue plus appliqué, connaitre les effecteurs de la régulation de 
l’expression des isoformes épissées de p53 pourrait ouvrir des perspectives 
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intéressantes pour le développement de molécules thérapeutiques, en particulier dans 
le domaine du cancer, puisqu’il a été rapporté que l’expression des isoformes β et γ de 
p53 sont associée à des pronostics de rémission tumorale. C’est également une 
approche très intéressante pour le développement d’antiviraux. Notamment, plusieurs 
publications de l’équipe du Dr Kawaoka (464, 465) mettent en avant l’intérêt de l’étude 
des interactions hôte-IAV comme base de développement de nouvelles stratégies 
antivirales qui cibleraient des voies de signalisation cellulaire et/ou des facteurs 
cellulaires clé pour la réplication virale. Ces stratégies pourraient également être 
déclinées pour d’autres virus que les IAV, qui dérégulent également des voies 
cellulaires potentiellement dépendantes de p53, tels que les virus hRSV (514-516) ou 
hMPV (316, 517). 
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ANNEXE : CONTRIBUTION À D’AUTRES 
PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES  
 
 
Ce chapitre présente les publications scientifiques auxquelles j’ai contribué au 
cours de mon doctorat, en dehors de mes projets de recherche. 
 
Article 3  
En projet préliminaire à mon étude des déterminants de la fusogénicité des 
protéines F de hMPV (Article 1), j’ai contribué à la réalisation de la publication intitulée 
« Effect of In Vitro Syncytium Formation on the Severity of Human 
Metapneumovirus Disease in a Murine Model » dont les auteurs sont Laetitia Aerts, 
Marie-Hélène Cavanagh, Julia Dubois, Julie Carbonneau, Chantal Rhéaume, Sophie 
Lavigne, Christian Couture, Marie-Ève Hamelin et Guy Boivin. Cet article a été publié 
le 24 mars 2015 dans le journal international à comité de lecture en langue anglaise 
Plos ONE. DOI : 10.1371/journal.pone.0120283. 
Ma contribution à cette étude m’a permis de me familiariser avec la 
manipulation du virus hMPV et d’apprendre les techniques essentielles à la réalisation 
de mes projets de recherche, telles que la génétique inverse et l’utilisation du modèle 
murin. 
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En lien avec mon projet complémentaire sur l’étude des interactions 
fonctionnelles entre les virus influenza et la cellule hôte, j’ai contribué à deux autres 
études publiées, l’une portant sur le détournement de la machinerie d’export nucléaire 
par les IAV (Article 4) ; l’autre portant sur les interactions fonctionnelles entre les IAV 
et l’inhibiteur spécifique de p53, Mdm2 (Article 5). 
 
 
Article 4 
« Nucleolin interacts with influenza A nucleoprotein and contributes to viral 
ribonucleoprotein complexes nuclear trafficking and efficient influenza viral 
replication » dont les auteurs sont Olivier Terrier, Coralie Carron, Benoît De Chassey, 
Julia Dubois, Aurélien Traversier, Thomas Julien, Gaëlle Cartet, Anaïs Proust, Sabine 
Hacot, Denis Ressnikoff, Vincent Lotteau, Bruno Lina, Jean-Jacques Diaz, Vincent 
Moules et Manuel Rosa-Calatrava. Cet article a été publié le 4 juillet 2016 dans le 
journal international à comité de lecture en langue anglaise Scientific Reports. DOI : 
10.1038/srep29006. 
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Article 5 
 
«Influenza A viruses alter the stability and antiviral contribution of host 
E3-ubiquitin ligase Mdm2 during the time-course of infection » dont les auteurs 
sont Andrés Pizzorno, Julia Dubois, Daniela Bandeira, Gaëlle Cartet, Aurélien 
Traversier, Thomas Julien, Bruno Lina, Jean-Christophe Bourdon, Manuel Rosa-
Calatrava et Olivier Terrier. Cet article a été publié dans le journal international à 
comité de lecture en langue anglaise Scientific Reports. DOI : 10.1038/s41598-018-
22139-6. 
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Résumé 
Le métapneumovirus humain (hMPV) est un virus responsable d’infections aiguës des 
voies respiratoires telles que des bronchiolites, des bronchites ou des pneumonies, 
principalement chez les populations à risques que sont les jeunes enfants de moins de 5 ans, 
ainsi que les personnes âgées ou immunodéprimées. Découvert en 2001, ce virus et sa 
pathogénèse ne restent encore aujourd’hui que partiellement caractérisés. De ce fait et malgré 
les besoins, il n’y a aucun vaccin ou traitement thérapeutique spécifique et efficace contre le 
HMPV disponible sur le marché. Dans ce contexte, mon projet de thèse s’est articulé autour de 
deux axes principaux : 
(i) L’étude de la protéine de fusion F du virus hMPV, protéine majeure antigénique de 
surface et responsable de l’entrée du virus dans la cellule cible. Elle a pour particularité 
d’induire de manière autonome la fusion membranaire in vitro et d’être associée à des effets 
cytopathiques variable selon les souches virales. De par son rôle clé pour le virus hMPV, la 
protéine F a déjà fait l’objet de plusieurs études structurales et fonctionnelles mais les 
déterminants de cette activité fusogénique ne sont pas encore entièrement caractérisés. Nous 
nous sommes donc intéressés à l’identification de déterminants du phénotype viral 
hyperfusogénique, localisés dans les domaines heptad repeats de la protéine F du hMPV.  
(ii) L’atténuation de deux souches virales cliniques (CAN98-75 et C-85473) par délétion 
de gènes accessoires dans le but de développer des candidats vaccinaux adaptés aux enfants 
en bas âge. Différents virus ont été générés par génétique inverse et les délétions des gènes 
accessoires SH et G dans les deux fonds génétiques viraux ont été étudiées pour leur impact 
sur l’infectivité, la réplication et la pathogénèse virale in vitro et in vivo ainsi que leur contribution 
pour le développement de virus atténués candidats vaccinaux. 
 
Abstract 
Human metapneumovirus (hMPV) is a major pathogen responsible of acute respiratory 
tract infections, such as bronchiolitis or pneumonia, affecting especially infants, under five years 
old, elderly individuals and immunocompromised adults. Identified since 2001, this virus and its 
pathogenesis still remain largely unknown and no licensed vaccines or specific antivirals against 
hMPV are currently available. In this context, my research project was built over two main 
subjects:  
(i) The study of the fusion F glycoprotein which is the major antigenic protein of hMPV 
and is responsible of viral entry into host cell. By its crucial role for the virus, the F protein has 
already been characterized in several structural and/or functional studies. Thus, it has been 
described that the hMPV F protein induces membrane fusion autonomously, resulting in 
variable cytopathic effects in vitro, in a strain-dependent manner. However, as the determinants 
of the hMPV fusogenic activity are not well characterized yet, we focused on identification of 
some of these, located in heptad repeats domains of the protein.  
(ii) The evaluation of hMPV SH and G gene deletion for viral attenuation. Live-
attenuated hMPV vaccine candidates for infants’ immunization has been constructed thank to 
this deletion approach at the beginning of hMPV vaccine development efforts. Despite 
encouraging results, these candidates have not been further characterized and the importance 
of the viral background has not been evaluated.  
